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RESUMEN

Chavarria R.H, Nicol J.M, Marban M.N, Gilchrist S.L, Leyva M.G

ESTUDIOS SOBRE P. thornei EN TRIGO EN MEXICO:
CULTIVO MONOXENICO, CICLO DE VIDA Y RESISTENCIA

(Enero del 2002)

Los campos productores de trigo en México estan infestados por el nematodo fitopatogeno P.
thornei, principalmente en la zona noroeste. Sin embargo se han hecho muy pocos estudios sobre
la biologia, la relacion enfermedad-hospedante y resistencia al nematodo.

Esta investigacion se hizo con la finalidad de evaluar factores del ciclo de vida, penetracion y
respuesta de un cultivar de trigo resistente (AUS4930 5.1) y otro susceptible (Machete) en el
tiempo (8, 16, 24, 40 y 48 dias después de la inoculacion) y con temperaturas (18-22° C y 25-30
°C). La penetracion de nematodos mas alta se obtuvo con aquellas plantas de trigo incubadas
durante 16 y 24 dias. La penetracion mas alta se obtuvo en la variedad Machete sin importar la
temperatura y el periodo de incubacion. A 40 dias de incubacion se obtuvieron un promedio de
9.3 huevecillos por raiz, por lo tanto el ciclo de vida de P. thornei es de 40 dias o menos. El
desarrollo del nematodo fue afectado por la temperatura y variedades. Las dimensiones de los
nematodos (largo y ancho) fueron menores en especimenes de P. thornei desarrollados en la
temperatura mas baja (18-22 °C) y/o en la variedad AUS4930 5.1 (resistente).

La respuesta varietal de trigo para determinar la resistencia o tolerancia, fue evaluada inoculando
plantulas con 400+- 10 nematodos (una mezcla de todos los estadios) por nueve semanas, bajo
condiciones de invernadero en CIMMYT México. Se encontraron catorce cultivares
moderadamente resistentes. Dentro del germoplasma de Aegilops geniculata (fuente de
resistencia contra patdgenos) se encontraron 4 lineas moderadamente resistentes a P. thornei,
Estos resultados mejoran las posibilidades de usarlos para el desarrollo futuro de germoplasma.

En una poblacion de haploides doblados (AUS4930 5.1*Spear) se determind que la resistencia en
AUS4930 5.1 es monogénica y la heredabilidad de un 33 %.

Palabras clave; Pratylenchus thornei, Aegilops geniculata, ciclo de vida, penetracidn, resistencia
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ABSTRACT
Chavarria R.H, Nicol J.M, Marbian M.N, Gilchrist S.L, Leyva M.G

STUDIES ON Prtaylenchus thornei OF WHEAT IN MEXICO:
MONOXENIC CULTURE, LIFE CYCLE AND RESISTANCE

(January 2002)

Pratylenchus thoreni is affecting wheat growing areas in Mexico particularly in north east region.
Nevertheless very few studies has been done with this nematode on the biology, host-pest
relationship and resistance, This investigation was undertaken to survey life cycle factors,
penetration and wheat response (resistant: AUS4930 5.1 and susceptible: Machete) with time (3,
16, 24, 40 y 48 days after inoculation) and temperature (18-22 and 25-30 °C). Higher nematode
penetration was obtained with those wheat plants incubated for 16 or 24 days. The higher
penetration rate was obtained in Machete variety regardless both temperature and incubation
period. At 40 days incubation period 9.3 eggs/root were obtained so life cycle of P. thornei is 40
days or less.

Nematode development was affected by temperature and cultivars, Nematode dimensions (long
and wide) were smaller with P. thornei specimens growing in lower temperature (18-22 °C)
and/or in AUS4930 5.1 (resistant).

Wheat varietal response to determine resistance o tolerance were carried out inoculating seedless
with 400+-10 nematods (all stages) for nine weeks under greenhouse conditions at CIMMYT
facilities in Mexico. Fourteen cultivars were found moderately resistant. Whiting the
germoplasma of Aegilops geniculata (source of resistant against pathogens) there were 4 lines
moderately resistants to P. thornei. These results improved the chances to use then for future
germoplasma development.

In a double haploid population (AUS4930 5.1*Spear) was determined that resistance in
AUS4930 5.1 is monogenica and the heritage of 33 %,

Key words: Pratylenchus thornei, Aegilops geniculata, life cycle, penetration, resistance.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Los cereales constituyen la fuente de alimento mis importante a nivel mundial, proveen de
calorias y proteinas tanto en la nutricién humana como en la alimentacion animal, En términos de
produccion, la primera posicion la ocupa el trigo Triticum aestivum (Luc et al., 1990). Este
ultimo es un cultivo anual que debido a su gran variabilidad genética, en muchos lugares, se
siembra en cualquier época del afio. Se cultiva desde el nivel del mar hasta los 3 000 msnm, se

adapta a cualquier tipo de suelo, aunque prefiere los suelos francos con presencia de humedad.

El trigo es esencial en la dieta alimenticia de la poblacion mexicana y un producto basico en la
economia del pais, motivo por el cual se siembra en casi todos los estados de la republica. En
México se ubica en el cuarto lugar en importancia después del maiz, frijol y sorgo, tanto por el
nimero de productores como por la superficie que ocupa. México se caracterizd por ser
autosuficiente en la demanda de trigo durante la década de los sesenta hasta los ochenta, sin
embargo, durante la Ultima década se han generado faltantes que superan un millon de toneladas
(Villasefior y Espitia 2000).

De acuerdo a INEGI (1995) los estados productores mas importantes en México son Sonora,
Sinaloa, Guanajuato, Baja California Norte y Chihuahua, los cuales en 1990 aportaron el 77 % de
la produccion total nacional. La gran variabilidad de condiciones ambientales en los diversos

lugares de cultivo permite el desarrollo de enfermedades que limitan la produccion.

Los nematodos, por ejemplo, interfieren decisivamente en la produccién de trigo, ya que
provocan cuantiosas pérdidas al reducir los rendimientos, provocan lesiones en los sistemas
radicales, y ayudan a la penetracion de otros microorganismos fitopatégenos abriendo puertas de
entrada que incrementan el dafio causado por estos. Aunque se ha reportado un gran nimero de
nematodos fitoparasitos de trigo, s6lo pocas especies son de importancia economica. Las especies
mas importantes son: Heterodera avenae, Anguina tritici, especies de los géneros Meloidogyne y

Pratylenchus.



Pratylenchus es uno de los tantos géneros endoparasitico lesionante y migratorio que vive
libremente en el suelo, que se alimenta de una amplia variedad de cultivos y esta distribuido en la
mayoria de las regiones del mundo (Wiese, 1977), sin embargo su importancia econémica radica
en que ataca precisamente a una de las fuentes de alimento mas importantes del mundo, al trigo
(Wiese, 1977 y Luc et al., 1990).

A trigo se han asociado varias especies de Pratylenchus, por ejemplo: P. thornei, P. neglectus, P.
zeae, P. crenatus, P. pinguicaudatus y P. mediterraneus. Sin embargo, en México solo toma
importancia P. thornei. Autores como Van Gundy ef al. (1974) reportan un 32 % de pérdidas y
Nicol y Ortiz-Monasterio (2001) un 29 % en variedades susceptibles bajo condiciones de estrés
hidrico, Por tal razén se hace necesaria la realizacion de diferentes estudios, acerca del
comportamiento y biologia de Pratylenchus thornei en trigo en México, ya que no existen
investigaciones al respecto. El objetivo mas importante en este trabajo es generar informacion del

patogeno y asi tener bases solidas para proceder a su manejo en el cultivo,
Los objetivos de esta investigacion son los siguientes:
1.1 Qbjetivos generales:

= Determinar la densidad de indculo y el tiempo de cosecha Optimos para cultivar P. thornei
en rodajas de zanahoria libre de contaminacion bacteriana.

= Estudiar el ciclo de vida de P. thornei, en variedades resistentes y susceptibles de trigo.

= Caracterizar diferentes materiales de trigo (Triticum aestivum) asi como de Aegilops
geniculata en base a la multiplicacion de Pratylenchus thornei.

= Estudiar la resistencia presente en la linea AUS4930 5.1 a partir de una poblacién de

haploides doblados.



CAPITULO 11 REVISION DE LITERATURA

2.1 Ubicacién taxonémica y descripcion

De acuerdo a Cepeda (1996) la clasificacion de P. thornei se ubica como se muestra en la
siguientes categorias:

Clase ‘Secernentea, Von Linstow 1905, Dougherty 1958.

Subclase  Diploglasteria, Chitwood y Chitwood 1937.

Orden Tilenchida, Thorne 1949,

Suborden  Tylenchina, Chitwood 1950,

Superfamilia Tylenchoidea, Orley 1880.

Familia Pratylenchidae, Thorne 1949.

Subfamilia Pratylenchinae, Thorne 1949.

Género Pratylenchus, Filipjev 1936

En la actualidad, este género posee 66 especies, de las cuales, P. thornei (Fortuner, 1977), P.
neglectus (Anderson y Townshend, 1976), P. zea (Colbran y McCulloch, 1965), P. creantus
(Loof, 1978), P. mediterraneus y P. pinguicaudatus (Corbett, 1970) son patégeno de trigo. En
Meéxico sélo se ha reportado P. thornei por Van Gundy et al. (1974), Fortuner (1977) y Nicol y
Ortiz-Monasterio (2001).

Las caracteristicas del género Pratylenchus son: El largo del cuerpo de los adultos va de 0.3 a 0.9
mm, bastante corpulento, la cuticula es delgada y muestra estrias finas transversas o anillos.
Lateralmente se muestra marcada por cuatro lineas longitudinales (Loof, 1991). Los nodulos
basales son visibles al microscopio, adopta forma de C cuando esta muerto, su cabeza es ¢conica,
redondeada o truncada, el istmo es delgado, el bulbo espatulado o redondeado y la vulva

normalmente con membranas cuticulares laterales (Cepeda, 1996).

Las hembras de P. thornei tienen de tres a cuatro anillos en la region labial, la cual es fuertemente
esclerotizada y continua al resto del cuerpo, el estilete es moderadamente grueso, con nodulos

basales redondeados aplanados y muy marcados. El poro escretor esta ubicado a 75-85 um de la



cabeza a la cola. Espermateca indistinta, vacia. El brazo post uterino es ligeramente mas largo
que el diametro del cuerpo en la vulva. La cola con 18 a 25 anillos, redondeada, sin estrias,

alrededor del terminus, Es muy raro encontrar machos de esta especie (Troccoli ef al., 1992).

Pratylenchus es un género con especies muy similares por lo cual se hace muy dificil su

identificacion.

De acuerdo a las claves de Loof (1991) para la identificacién de las especies de la familia
Pratylenchidae, las caracteristicas mas distindivas de P. thornei son: cabeza alta; cola truncada,
cuerpo estrecho ventralmente; vulva V= 73-80 %; longitud del estilete: 14-20 um; terminus liso,
espermateca vacia (machos raros o ausentes) y region labiar compuesta por tres anillos (dos

estrias).

Segun Fortuner (1977) las medidas caracteristicas de P. thornei, hembra y macho se describen en
seguida: hembra: L = 450 —770 um; a = 26-36; b = 5.5-8; ¢ = 18-22; V = 73-80; Macho: L =480
um; a=32; b=5.6;¢c=20; T =30.

2.2 Biologia y ciclo de vida del género Pratylenchus

Todas las especies del género Pratylenchus son, ya sea, endoparasitas como ectoparasitas
obligadas y migratarios (Fulton ez al., 1960; Loof, 1991). Usualmente viven en la raices, rizomas,
o tubérculos, pero ocasionalmente se pueden encontrar en tallos y frutos que estan en contacto
con la tierra, Una vez que han penetrado a la raiz se multiplican a una tasa de 10,000 a 35,000
especimenes por 10 g de raiz (Loof, 1991); y todos los estados a partir del J2 pueden entrar a la
raiz, pero también pueden emigrar fuera de ella y vivir algiun tiempo en el suelo para después

infestar a una nueva raiz del mismo hospedante (Luc ef a/., 1990; Loof, 1991).

La hembra deposita los huevecillos en la raiz y ahi se completa el ciclo de vida total. El tiempo
que toma el cambio de una generacion a otra es generalmente entre seis y ocho semanas (Loof,
1991) o hasta nueve segun Agrios (1998). Otros autores aseguran que este tiempo puede variar
entre tres y cuatro semanas (Luc ef a/., 1990). De acuerdo a Fulton ef al. (1960) el ciclo de vida
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varia segiin la especie y la temperatura; posteriormente se desarrollan varias generaciones en la
estacion de crecimiento del cultivo. Cuando, debido a la actividad de hongos y bacterias, las
raices se pudren, estas llegan a ser desfavorables para los nematodos, entonces estos emigran
hacia afuera de las mismas, por ello se sabe que en el comienzo de la estacion de crecimiento,
hay a menudo una buena correlacion entre el nimero de especimenes de Pratylenchus por
cantidad de raices y dafio en la mismas, sin embargo mas tarde esta correlacion desaparece (Loof,

1991).

De acuerdo con Larson (1953) P. thornei completa su ciclo de vida en 40 a 45 dias a una
temperatura de 27 °C, sin embargo Siyanand ef a/. (1982) encontraron que de huevo a huevo P.
thornei podia demorar de 25 a 29 dias bajo una temperatura de 30 °C +- 2 °C, Por su parte Orion
et al. (1979) indican que la temperatura Optima del suelo para la reproduccion de Pratylenchus
thornei es de 18 a 22 °C.

Los nematodos se alimentan principalmente de células de la corteza y forman cavidades

conteniendo nidos o colonias de nematodos de todos los estados (Luc ef al., 1990).

Segun Fortuner (1977) es muy raro encontrar nematodos machos en poblaciones de P. thornei.
Autores como Thompson y Clewett (1990) aseguran que P. thornei tiene la habilidad de
reproducirse partenogénicamente. Todos los estados de esta especie, los cuales son muy similares
en cuanto a forma (Fulton ef al,, 1960) invaden la raiz al azar, aunque algunos lo hacen por
heridas (Fortuner, 1977), El desarrollo de este nematodo se completa con cuatro estados, cada
uno separado por una muda. El primer estado larval y la primera muda ocurren dentro del
huevecillo, la larva del segundo estado larval emergida se mueve por el suelo o entra a la raiz. El
siguiente estado larval se desarrolla y asi hasta la cuarta muda de la cual la larva emerge como

adulto (Fulton et al., 1960).

De acuerdo a Agrios (1998) el ciclo de la enfermedad causada por Pratylenchus sp. se completa

como se muestra en la figura 1,
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Figura 1. Ciclo patolégico del nematodo lesionador Pratylenchus sp. (Agrios, 1998).

Segun Fulton et al. (1960) el ciclo de la enfermedad se resume en tres componentes, el primero
que corresponde a la penetracion del nematodo a la raiz, el segundo la diseminacion de
huevecillos, larvas y adultos dentro de la misma y el tercero la forma anhidrobidtica en que

sobrevive en el invierno.

2.3 Sintomatologia

La alimentacion de Pratylenchus generalmente produce lesiones necroticas sobre la raiz, por eso

el nombre de nematodos lesionadores (Heyns, 1971).

Las raices crecen de forma irregular, a menudo toman una coloracion café o rojo oscuro causado
por la necrosis de las células invadidas y la invasion de patogenos secundarios como hongos o
bacterias (Baxter y Blake, 1968; Loof, 1991). La necrosis causada por la destruccion de células
corticales se debe a la migracion y alimentacion de los nematodos (Evans er al,

6



1993).Usualmente hay decoloracion pronunciada en los tejidos afectados. En la parte aérea los

sintomas del ataque incluyen clorosis y atrofia de la planta (Luc ef al., 1990; Evans, et al., 1993).

Las raices de cereales infestadas muestran necrosis cortical, desprendimiento de la corteza, se
retarda el desarrollo de las raices laterales, las plantas en su parte aérea pueden mostrar falta de
vigor, crecimiento irregular y muestran sintomas como deficiencias nutricionales
(particularmente una combinacion de deficiencias de nitrogeno y fosforo, evidenciadas por un
amarillamiento de las hojas mas viejas) (Odihirin 1971; Orion ef al., 1984; Farsi ef al., 1995). La

absorcion de agua y nutrientes es afectada por lo cual causa una baja en el rendimiento.

El dafio causado por estos nematodos a menudo es dificil de identificar y cuantificar debido a que
pueden ser confundidos por otros factores bidticos o abidticos. La medicion del dafio basado en
sintomas tales como decoloracion o reduccion en largo y nimero de raices laterales y aéreas
puede ser confundido debido a la contaminacidn con hongos (Taheri, 1996). Como consecuencia
los nematicidas han sido usados para medir las pérdidas en la produccion causadas por los

nematodos (Doyle et al., 1987).

Van Gundy ef al. (1974) notaron que las plantas de trigo eran extrafiamente muertas, atrofiadas,
clordticas y algunas veces con necrosis en las puntas de las hojas acompafiada de reduccion de
tallos, tamafio y nimero de espigas, con solamente la expresion de una espiga por planta en lugar
de2a4.

Las raices dafiadas por P. thornei o por cualquiera otra especie del nematodo lesionante se

vuelven muy vulnerables a la invasién por otros organismos que causan pudricion, por ejemplo

hongos y bacterias (Taheri, 1996).

2.4 Rango de hospedantes

Fortuner (1977) cita al trigo como hospedante primario de P. thornei, sin embargo es sabido que

este patogeno ha a sido asociado con una gama muy amplia de especies de plantas incluyendo



leguminosas tales como chicharos, garbanzos y soya, donde el nematodo se multiplica de igual

manera que en trigo.

De acuerdo a Nicol (1996), Evans y Webb (1989) y Bendixen (1988) P thornei posee una amplia
gama de hospedantes, reportan alrededor de 61 especies pertenecientes a las familias:
Chenopodiaceae, Compositae, Convolvulaceae, Cucurbitaceae, Cupressaceae, Cruciferae,
Ericaceae, Fagaceae, Gramineae, Grossulariaceae, Juglandaceae, Leguminosae, Liliaceae,
Linaceae, Pinaceae, Rosaceae, Solanaceae, Theaceae, Umbelliferae, Vitaceae. Es importante
saber que Pratylenchus thornei como especie polifaga (capaz de infectar a un nimero de especies
cultivo muy extenso) limita la rotacion de cultivos y las posibilidades de control se reducen aun

mas cuando se sabe que también un niimero considerables de malezas son hospedantes del

patogeno.
2.5 Influencia ambiental
a) Clima

P. thornei ataca a los cultivos en la estacion de crecimiento de invierno y subsecuentemente

sobrevive en condiciones de sequia en estado disecado (Grandison y Wallace, 1974).

Grandison y Wallace (1974) aseguran que no hay influencia alguna por la lluvia y temperatura
en la poblacion y densidad de P. thornei, asi mismo Thompson et al. (1989) encontré que altas
poblaciones de P. thornei causan pérdidas en la produccion independientemente de la estacion

del afio en Australia.

En Sonora México, Nicol y Ortiz-Monasterio (2001) encontraron que las variedades susceptibles
a P. thornei se ven severamente dafiadas por los nematodos en condiciones de sequia, aiin cuando
se les ha aplicado nematicida. Cabe sefialar que este lugar corresponde a zonas semi aridas donde
las temperaturas son muy drasticas, de hecho, ya se habia reportado en estas mismas condiciones
en esta misma localidad (Van Gundy et al., 1974), y en otras como: Utah (USA) (Thorne, 1961),
en Australia (Baxter y Blake, 1968) y en Israel (Orion ef al., 1984).



Van Gundy et al. (1974) aseguran que en plantaciones de invierno, cuando la temperatura del
suelo es de 15 °C se promueve un buen control de nematodos y por ende un incremento en la
produccién, de hecho Orion, et al. (1984) menciona que la temperatura Optima para la

reproduccion de P. thornei es entre 18 y 22 *C.

b) Suelo

En Utah, USA la infeccién de P. thornei ocurre solamente en suelos franco arcillosos bastante
pesados, los nematodos pueden emigrar al suelo cuando las raices son duras o poco hospitalarias
y quedarse alli hasta que el siguiente cultivo es establecido (Thorne, 1961). En Holanda y en
México la infestacion también se da en suelos pesados (Van Gundy et al., 1974; Loof, 1978).

El trabajo de Nicol (1996) dice que tanto P.thornei como P. neglectus se encuentran en varios
tipos de suelo incluyendo arcillosos, francos y arenosos siendo el primero el mas favorable para

las dos especies individualmente.

Pratylenchus thornei puede ser protegido contra el calor y la deshidratacion en los suelos
vertisoles con alto contenido de arcillas, predominantemente en el norte de la franja zona granera

de Australia. (Oteifa ez al., 1963).

Pratylenchus thornei tiene una habilidad importante para sobrevivir en el suelo y se ha mostrado
que sobrevive en suelo de campo arido almacenado a temperatura ambiente por mas de dos afios
sin disminuir el nimero de especimenes. Baxter y Blake (1968) encontraron que secando con
aire una muestra de suelo franco arcilloso, se encontraron s6lo el 19.5 a 5 % de especimenes de

P. thornei muertos.
2.6 Distribucion de P. thornei

De acuerdo a Fortuner (1977) P. thornei es un nematodo fitoparasito cosmopolita, sin embargo
los niveles mas altos de poblacién y los dafios han sido reportados principalmente en zonas
semiaridas tales como Utah, USA (Thorne 1961; Fortuner , 1977, Whitehead, 1998), México
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(Van Gundy et al., 1974, Whitehead, 1998) y Australia (Luc ef al., 1990, Whitehead, 1998). Por
otra parte y especificamente en trigo, autores como Greco et al. (1984) lo reportan en Syria,
Orion et al. (1984) en Israel, Lamberti (1981) en Italia y la Region Mediterranea, Ammati (1987)
en Morocco; Troccoli et al. (1992) en Algeria; Wiese (1977) en Queensland; Doyle et al. (1987)
en NSW; Fortuner (1977) y Whitehead (1998) en Yugoslavia, Magbool (1987) en Paquistan y
Whitehead (1998) en la India.

Nicol In press, menciona que Pratylenchus thornei es un patogeno de trigo en muchas partes del

mundo incluyendo paises de Europa, Africa, Norte América, Asia, Medio Oriente y Australia.

En otros paises aunque no en su mayoria atacando al cultivo de trigo P.thornei también esta
presente en Jordan, Inglaterra, Dinamarca, Alemania, Francia, Espafia, Italia, Yugoslavia,
Bélgica, Holanda, Grecia, México, USA, Venezuela, Morocco, Egipto, Islas Canarias, Algeria,
Sudafrica, Israel, Iran, Syria, Cyprus, India, Corea, Japon y Australia (Fortuner, 1977, Hashim,
1983; Sauerborn et al., 1990; Troccoli et al., 1992; Esparrago y Navas, 1995; Tobar ef al., 1995,
Castillo et al.,, 1995; Talavera y Tobar, 1997).

2.7 Importancia econémica y daiio

Thompson (1984) en Australia ha reportado pérdidas de hasta un 85 % en variedades de trigo
susceptibles (por ejemplo Gatcher y Banks), sin embargo en términos generales las pérdidas son
mucho menores. Eastwood et al. (1994) reportan un 44 % de pérdidas;, Doyle et al. (1987) un 50
%, Nicol et al. (1999) un 38 % y Taylor et al. (1999) un 20 %.Van Gundy et al. (1974) reportan
32 % de pérdidas en México, asi mismo Nicol y Ortiz-Monasterio (2001) un 29 % en variedades
susceptibles con estrés hidrico y Orion e al. (1984) 70% en Israel. La rotacion de cultivos es un
buena tactica para reducir las pérdidas, se recomienda intercalar la produccion de trigo con otros
cultivos como sorgo y cebada; ademas usar variedades tolerante de origen comercial como lo son
Cook, Oxley y Suneca y aun cuando las plantas estén muy infectadas con nematodos se pueden
obtener altos rendimientos, pues es bien sabido que aunque estos tengan una alta tasa de

multiplicacion no causan estrago alguno (Thompson y Clewett, 1990).
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Por lo general el dafio en trigo se nota en areas donde ademas de tener altas poblaciones de
nematodos existen bajas porciones de nitrogeno disponible. El dafio que ocasiona P. thornei en
el sistema radical de trigo limita la absorcion de nitrogeno disponible y presumiblemente otros
nutrientes, lo cual ocasiona severas deficiencias en la planta (Thompson, 1987). Existe un
incremento en los costos de produccion, al tratar de evadir las pérdidas con altas dosificaciones
de fertilizante. Otro aspecto implicito en el incremento de costos es la alta incidencia de malezas
en el cultivo debilitado por la accion de los nemas, ya que es necesario un incremento en el uso
de herbicidas (Thompson and Clewett, 1989). En el oeste de Australia P. thornei ha sido un
factor en las decisiones de algunos agricultores en la reduccion de 4reas de produccion de trigo €

incremento de areas con cultivos alternativos.
2.8 Control
a) Quimico

Pratylenchus thornei ha sido controlado con nematicidas fumigantes y no fumigantes, pero en
trigo y otros cultivos de valor bajo, son demasiados caros y poco practicos (Whitehead, 1998).
Aunque econémicamente no es viable el control quimico de nematodos, y mucho menos en
cereales, es una de las tacticas de combate mas eficientes en términos de control. (Van Gundy ef

al., 1974, Thompson et al., 1982),

La forma mas eficiente de controlar a los nematodos lesionadores de la raiz consiste en tratar a
los surcos o a toda el area de cultivo con nematicidas antes de sembrar. Algunos de los
nematicidas que proporcionan un buen control, pero que a menudo no erradican por completo a
los nematodos son DD, Brozone y Oxamil (Agrios, 1998). El nematicida que mejores resultados
a tenido en el control de P. thornei es Temik® (Aldicarb 10 kg/ha) (Thompson ef al, 1980,
Doyle et al., 1987; Klein et al., 1987, Eastwood et al., 1994). Otra opcién en el control quimico
de los nematodos es el tratamiento a semilla, con carbofuran y oxamyl a razén de 0.125 a 0.5
kg/ha lo que reduce significativamente el nimero de P. thornei (Thompson y Clewett, 1990). Sin

embargo como ya se sefialé es muy costoso.
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En Italia, el nimero de P. thornei en raices de trigo fue decrecido, al fertilizar el suelo con
nitrogeno, fosforo y practicando la rotacién con otros cultivos. La aplicacion de metham-sodium
al suelo reduce la poblacion de nematodos hasta en un 90 % e incrementa la produccion de grano

de un 40 a 90 % (Orion et al., 1984).

b) Cultural

Las practicas culturales reducen bastante las poblaciones de nematodos parasitos de plantas
cultivadas y generalmente causan condiciones adversas para los nematodos, por lo cual, la
capacidad de estos para sobrevivir, multiplicarse y producir enfermedades se afecta
notablemente. En contraste con el control quimico, el control cultural reduce gradualmente la
cantidad de nematodos, pero es relativo, porque un equilibrio econémico conveniente no puede
lograrse con el uso de una practica, pero si con una combinacioén de ellas (Cepeda, 1996). Las

principales practicas culturales son:

Barbecho: se disminuye la poblacion de nematodos, es efectiva en areas donde ltueve poco y en
suelos que tienen altas temperaturas. Cuando se efectian labores frecuentes en la tierra, la
vegetacion se destruye y se remueven sus diferentes capas, lograndose en primer lugar la
inanicién del nematodo, ya que si falta la planta huésped, el nematodo terminara por consumir
sus reservas hasta morir, en segundo lugar la accion desecante del viento y sol sobre el suelo
expuesto, mata a muchas especies, segun sea la etapa de desarrollo en que se encuentren. El
hecho del que el barbecho sea una practica frecuente cuando el problema es grave, no es
costeable economicamente, pues Ias tierras labradas no reditan ingresos al productor a diferencia

de una rotacion de cultivos (Cepeda, 1996).

Temporada de siembra: es importante tomar en cuenta la fecha de establecimiento de un
cultivo, si este se adapta a las condiciones de todo un afio, se planea que parte o todo el ciclo del
cultivo coincida con bajas temperaturas; en estos periodos las actividades de los nematodos
patogenos se inhiben, en cambio, las temporadas calurosas ocasionan mayor desarrollo de la

poblacion y dafio (Cepeda, 1996).
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Rotacion de cultivos: esta practica consiste en incluir durante la rotacién plantas no susceptibles
al nematodo, o que son desfavorables como huéspedes. Es muy efectiva y reduce notablemente
las poblaciones. Cuando se trata de especies que tienen huéspedes especificos, se pueden

seleccionar con facilidad plantas resistentes (Cepeda, 1996).

Abonos organicos: se reduce la cantidad de nematodos patogenos después de agregar abono
organico al suelo. El principio de esta practica es incrementar la actividad microbial del suelo,

para aumentar los organismos destructores de nematodos (Cepeda, 1996).

Nutricién y cuidados de la planta: entre los factores que propician la enfermedad esta la
deficiencia de uno o mas de los nutrientes esenciales y condiciones adversas como el frio que
causa problemas a la planta; el desarrollo de la enfermedad se detiene por humedad adecuada,
fertilizacion, proteccion de las plantas en noches frias y control de las enfermedades de la raiz y
el follaje causadas por otros patogenos. Con esto se minimizan los dafios causados por estos
organismos cuando el grado de infestacion no es alarmante. Por otro lado, si se practica
continuamente el mismo cultivo, se alcanzara altos niveles de inoculo. Esto implica que es
necesario combinar de manera conveniente y adecuada un programa de practicas para el control
de los nematodos. (Cepeda, 1996). Por ejemplo, Van Gundy ef al. (1974) encontraron que, la
rotacion de cultivos, una fertilidad de suelo apropiada, el uso de variedades tolerantes y en
plantaciones de invierno, cuando la temperatura del suelo es de 15 ° C se promueve un buen

control de nematodos y por ende un incremento en la produccion.

Solarizacion: Pratylenchus thornei ha sido controlado con solarizacion del suelo pero en trigo y

otros cultivos de costo beneficio bajo es demasiado caro y poco practico (Whitehead, 1998).
c¢) Control genético

El método mas efectivo y econoémico para el control del nematodos es el uso de variedades
resistentes con la incorporacion de genes de resistencia (Farsi ef al., 1995). La resistencia ofrece
el método de control més econémico y aceptado por ambientalistas. La susceptibilidad, tolerancia

y resistencia de la planta huésped a los nematodos depende de las propiedades de las células y los
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tejidos de las plantas. Los nematologos y genetistas han desarrollado resistencia en diferentes
especies de plantas cultivadas (Cepeda, 1996). Los términos mas importantes e implicitos en el

control genético son:

Resistencia: La resistencia describe los efectos de los genes del hospedante que restringen o
previenen la multiplicacion de nematodos en especies hospedantes (Trudgill, 1991). La
resistencia (término opuesto a la susceptibilidad) describe las propiedades del hospedante para
prevenir la multiplicacion de nematodos (Dalmasso ef al, 1992). El término resistencia
exclusivamente describe el efecto de la planta hospedante sobre la reproduccién de nematodo;,
una planta completamente resistente no permite la reproduccion de los nematodos y una planta no
resistente o susceptible permite libremente la multiplicacion de los nematodos; las plantas

parcialmente resistentes soportan niveles intermedios de reproduccion (Brown y Kerry, 1987).

La resistencia es un mecanismo de defensa activo, el cual inhabilita, restringe, retarda o altera el

desarrollo del nematodo (Dalmasso ef al ., 1992).

Tolerancia: es considerada la habilidad de un cultivar de trigo para producir bien en suelos
infestados con nematodos, no es un tipo de resistencia y el término debe ser restringido a
describir la cantidad de dafio en el hospedante: una planta tolerante sufre poco dafio y una planta
intolerante sufre mucho dafio (Brown y Kerry, 1987). Una planta tolerante permite el desarrollo
de los nematodos dentro de ella. Como consecuencia la densidad del patdgeno se incrementa,

pero la produccién de la planta no es afectada (Dalmasso ef al ., 1992).
d) Control biologico.

Control biologico es cualquier condicion bajo la cual se reduce la actividad del nematodo debido
a la accion de otro organismo vivo (a excepcion del hombre) lo que da como resultado una

disminucion en la importancia del dafio causado por el patogeno (Cepeda, 1996).

Hay muchos informes de diferentes especies parasiticas y depredadoras de nematodos, apoyados
en algunas evidencias experimentales que hacen pensar en la posibilidad de controlar a las

poblaciones de nematodos fitoparasitos al mantener una alta relacion de estos enemigos naturales
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en el suelo. Algunos organismos vivos que controlan nematodos fitoparasitos son protozoarios,
turbelarios, acaros, insectos, bacterias, hongos (Cepeda, 1996), virus (Mankau,1980), rickettsias
(Mankau,1980) y nematodos (Christie, 1988).

Cepeda (1996) menciona que es comin que las amibas ataquen a los nematodos en el laboratorio,
pero su importancia en el control de los mismos en ecosistemas naturales no se ha evaluado.
Webster (1972) dice que especies como Theratromyxa weber pueden comerse un nematodo en 20
minutos a 2 horas, pero atacan nematodos que no exceden de 1 mm, como especies de
Pratylenchus, Heterodera, Meloidogyne, Ditylenchus y Hemicycliophora. Otras amibas que
logran controlar nematodos son las del género Urostyla .sp y especies del orden Proteomyxa
segun Christie (1988).

2.9 Mecanismos de resistencia para nematodos en general

Los mecanismos de resistencia que frecuentemente obstruyen el desarrollo o infeccion de

nematodos pueden ser:

Barreras fisicas: los nematodos endoparasiticos tiene que penetrar la cubierta exterior de su

hospedante y los tejidos gruesos pueden ser una barrera a la penetracion (Trudgill, 1991).

La corteza de la raiz o los tejidos de las hojas son probablemente un obstaculo muy comin sobre
la penetracion de muchas especies de nematodos los cuales son detenidos en la superficie de la

epidermis de la planta o bien dentro de la misma (Dalmasso ef al., 1992).

Quimicos: En algunas ocasiones las plantas poseen una resistencia natural por medio de
sustancias que son repelentes, toxicas e inhibitorias al nematodo. Posiblemente la variedad
resistente libera sustancias quimicas atractivas en menor cantidad o libera sustancias repelentes,
especificamente algunas de estas son: Terthienils, cucurbitacinas y alleloquimicos extraidos de

flores y raices (Cepeda, 1996).
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Hay desarrollo en la literatura referente al uso de residuos de plantas y extractos de plantas para
el control de nematodos, ciertas plantas contienen toxinas efectivas contra especies
endoparasiticas. Las principales son plantas del genero 7agetes que contienen alfa terthienyl, un

compuesto toxico a Pratylenchus y Meloidogyne (Trudgill, 1991).

Entre las especies mas conocidas estan Tagetes patula, T. erecta y Asparragus officinalis. La dos

primeras especies han tenido buena respuesta en el control del género Pratylenchus.

Respuesta de hipersensibilidad: Una respuesta frecuente a la infeccion, es la rapida coloracion
parda de las células proximas al nematodo o la hipertrofia de las mismas. Estas tienen la
habilidad de transferir  metabolitos del hospedero a las larvas en desarrollo. Existen
especulaciones considerables sobre el papel de las enzimas del nematodo en la formacion de las

células de transferencia (Cepeda, 1996).

Fitoalexinas: Especificamente de algunas especies de plantas se conoce que son productoras de
fitoalexinas, las cuales inhiben la actividad del nematodo. Rhich ef al. (1977) mostraron que frijol
lima produce coumestrol en respuesta a la infeccion de Pratylenchus scribneri (Cobb) Steiner.
Kaplan et al. (1979) asociaron la produccion de glyceolin en la resistencia de raices de soya con

la infeccion de Meloidogyne incognita (Kofoid & White).

Aminodcidos: De acuerdo con Cepeda (1996) se hicieron estudios de concentracion de
hidroxiprolina en 12 cultivares de tomate. Las plantas resistentes podian tener mas hidroxiprolina
en la pared celular, que las plantas susceptibles. La hidroxiprolina de la pared celular se
increment en todos los cultivares como resultado de la infeccion y la concentracion total de
hidroxiprolina de la pared celular se relacioné con la resistencia del hospedero; 50 dias después
de la inoculacion de los cuatro cultivares mas resistentes, estos tenian méas concentracion de
hidroxiprolina. La infeccion de los cultivares susceptibles produjo una pérdida neta de la
hidrixiprolina, comparando con los cultivares resistentes hubo ganancia neta. En base a esto, se
concluyd que la resistencia se fundamenté en la capacidad del hospedero para utilizar la

respiracion cianuro-insensitivo para contrarrestar los efectos del patogeno.
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2.10 Genética de resistencia para nematodos en general

Diferentes tipos de resistencia han sido reconocidos y clasificados en varias formas. El modo de
herencia puede ser usado para distinguir varios tipos de resistencia: monogénica, oligogénica y
poligénica, donde la resistencia es controlada por un gen, pocos genes y muchos genes
respectivamente. Cuando los genes de resistencia expresan grandes efectos y pueden ser
identificados ficilmente son genes mayores, mientras que los genes menores individualmente
tienen solo un pequefio efecto en la expresion de la resistencia. Hay dos principales tipos de
resistencia en términos epidemiologicos: horizontal, efectiva contra todas las variantes genéticas
de un parasito en particular, y vertical efectiva contra ciertas variantes solamente. La resistencia
vertical es frecuentemente condicionada por un gen mayor simple, mientras la resistencia

horizontal es usualmente oligogénica o poligénica (Brown y Kerry, 1987).

El termino horizontal y resistencia a razas no especificas son sinénimos pero deben ser usadas
con cuidado porque no es posible obtener materiales contra todas las posibles variantes de un
parasito. La resistencia activa y postinfeccional concierne para aquellas reacciones del
hospedante, las cuales ocurren en respuesta al ataque por un parasito (por ejemplo la formacion
de fitoalexinas) mientras que la resistencia pasiva o preinfeccional envuelve mecanismos

presentes antes del ataque (Johnson y Fushley, 1966).

Las razas hospedantes de especies de nematodos son poblaciones distinguidas por su habilidad o
inhabilidad hereditaria para reproducirse en especies designadas de plantas. Patotipos de una
especie de nematodo o raza hospedante son distinguidas por su habilidad para reproducirse en
una planta hospedante de genotipos designados. La virulencia describe la habilidad de una raza
de nematodo, patotipo o individual para reproducirse en un hospedante resistente a otras razas,

patotipos o individuales de aquellas especies nematodos (Brown y Kerry, 1987).
Los genes que confieren resistencia son frecuentemente denominados R-genes y los genes que

causan virulencia V-genes. Por cada gen de virulencia del patogeno hay un gen de resistencia del

hospedante. Este concepto se refiere a la hipétesis de gen por gen. Usualmente (pero no siempre)
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los genes de resistencia son dominantes mientras que los genes de virulencia son resecivos

(Brown y Kerry, 1987).

La genética de resistencia a nematodos ha sido revisada por Sidhu y Webster (1981) y Fassuliotis
(1987). Sin embargo, en la actualidad se sabe que las fuentes de resistencia estdn reducidas a un
grupo muy pequefio de cultivos, Por ejemplo estudios de Sasser e al. (1987) han revelado la
existencia de una resistencia a varias razas de Meloidogyne en un rango de cultivos: la mayoria
de todas las resistencias identificadas genéticamente usadas en los cruzamientos estan en contra
de especies endoparasiticas como Meloidogyne, Heterodera o Globodera y es conferida por
genes mayores dominantes (Sidhu y Weebster, 1981), excepto Meloidogyne en algodom ,
Heterodera glycine en soya y Globodera pallida en papa donde se usa la resistencia poligénica o
recesiva. Los esquemas de raza/patotipo han sido propuestos por especies dentro de todos estos
géneros y para especies de Pratylenchus, Radopholus y Tylenchulus (Sidhu y Webster, 1981), La
relacion gen a gen ha sido demostrada para Globodera spp (Jones, 1975; Janssen, 1990) y
asumida por otras interacciones que involucran resistencia de genes mayores. Algunos genes

confieren resistencia a mas de una especies de nematodos.

La resistencia a P. thornei fue determinada en trigo por la evaluacion de la poblacion de
nematodos presentes en le suelo en cada maceta en el final de la estacion (en la cosecha). Para
variedades donde no hubo o hubo poca multiplicacion se consideran resistentes a P. thornei, tal
es el caso de GS50, Excalibur y Krichauff (Hollaway y Eastwood, 1997),

La fuente AUS4930 ofrece muy buena resistencia a un rango de poblacion de CCN (Heterodera

avenae), las fuentes Cre3 (originalmente de 7. tauschii transferido a 7. aestivum) y Crel son

genes altamente efectivos contra 13 patotipos de H. avenae (Nicol y Rivoal, 2001).
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2,11 Técnicas para cultivar nematodos del génere Pratylenchus

a) Cultivo en rodajas de zanahoria

Utilizando los principios basicos de Moody et al. (1973), pero con significativas modificaciones
que tienen que ver con la desinfeccion de nematodos, el grosor de la zanhoria, el uso de agar agua
para evitar deshidratacion, asi como el uso de frascos gerber y cajas de petri como recipientes de
cultivo, Nicol (1996) investigd como cultivar P. thornei, para lo cual uso rodajas de zanahoria de
aproximadamente de 2 a 3 cm de grosor, las cuales fueron previamente esterilizadas
flameandolas con ayuda de alcohol al 95 %. Tres rodajas fueron colocadas en tubos de plastico de
250 ml esterilizados en la autoclave por 20 minutos a 120 °C, Otro de los tratamientos usados por
Nicol (1996), fue agregar a los tubos 50 ml de agar agua destilada estéril. Los nematodos fueron
inoculados directamente a la zanahoria, pero previamente desinfectados superficialmente con 1
ml de penicilina al 1% y 1 ml de estreptomicina al 1% para eliminar las posibles bacterias. Este
proceso dur¢ aproximadamente una hora y fueron lavados posteriormente con abundante agua
destilada. Las poblaciones mas altas medidas a las 15 semanas se dieron en la zanahoria sin agar
(mas de 6000 nemas/tratamiento). Existe una metodologia muy detallada al respecto en
Zuckerman ef al. (1985).

De la misma manera O’ Bannon y Taylor (1968) experimentando con P. branchiurus encontraron
una alta reproducciéon de nematodos, sin embargo al utilizar agar inocularon a los nematodos
sobre el agar a un lado de la zanahoria. Chitambar y Rasky (1985) realizaron estudios de ciclo de
vida y utilizaron esta metodologia, recomiendan desinfectar las zanahorias con aretan a 133 ppm
durante 2 a 3 horas en una solucion de sulfato de dihidro durante 3 a 4 horas. También Moody e#
al. (1973) desinfectaron las zanahorias con sulfato de dihydroestreptomicina a 600 ppm y aretan a
130 ppm. Castillo er al. (1995) utilizaron una solucion de NaOCl al 20 % durante 5 minutos, la
desinfeccion de los nematodos la realizaron con ethoxiyetil mercur al 0,02 % y estreptomicina al
1 % durante un periodo de 2 a 24 horas respectivamente. Verdejo y Pinochet (1992) ysaron una
solucion de cloruro de mercurio al 0.01 % y estreptomicina al 1% por 5 minutos y posteriormente

usaron agua estéril para lavarlos,
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Se debe poner mucha atencion en la metodologia de desinfeccion de los nematodos a inocular,
asi mismo en la calidad de la zanahoria. Moody et al. (1973) al cultivar P. vulnus usaron
zanahorias frescas y obtuvieron un bajo indice de contaminacién por hongos y bacterias, ya que
en experimentos anteriores al igual que Lawn y Noel (1986) encontraban una contaminacion

completa que se convertia en problema para el cultivo en desarrollo,

b) Cultivo en tejido de callo

En Zuckerman ef al. (1985) existe una metodologia detallada para establecer cultivos
monoxénicos en tejido de callo de alfalfa de Pratylenchus, el ejercicio requiere de 14 semanas
para que las poblaciones de nematodos alcancen su maximo desarrollo, De acuerdo a Southey
(1978) las células en proceso de diferenciacion del tejido calloso son una fuente de alimento muy
apropiada para la reproduccion de nematodos del orden tylenchida incluyendo Pratylenchus. El
callo generalmente se genera de raices de plantas apropiadas, lo primero es esterilizar la semilla
de la planta a utilizar, después ponerla a germinar en agar agua y cuando las raices tengan de 2 a
3 cm transferir las plantulas al agar previamente nutrido con hormonas para inducir la produccion
del callo; se requieren generalmente de 2 a 3 semanas a una temperatura de 20 a 25 grados para

tener buenos resultados.

Las especies que se han cultivado por medio de esta técnica son P. penetrans y P. zea en callo de

alfalfa (Krusberg y Sardanelli, 1984), P. penetrans en callo de chicharo, alfalfa y calabaza
(Schroeder and Jenkins, 1963), P. penetrans en callo de cebolla, P. coffeae en callo y raices de
citricos (Inserra y O’ Bonnon, 1975), P. agilis, P. branchiurus y P. scribneri en callo de
zanahoria (Reise ef al., 1987).

¢) Cultivo en explantes de raiz

De acuerdo a Zuckerman ef al. (1985) se necesita aproximadamente una semana para completar
esta técnica. Cada uno de los pasos requiere de entre 1 a 3 horas v cada uno de los mismos estara
espaciado por un periodo de 2 a 3 dias. La metodologia consiste en los siguientes pasos:

desinfeccion y germinaciéon de la semilla, transferencia de apices radicales al medio de
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crecimiento e inoculacion de explantes con nematodos fitoparasitos axenisados. Nematodos de

los géneros Meloidogyne y Pratylenchus pueden cultivarse con esta metodologia.

d) Cultivo en raices de plantulas completas

En base a Southey (1978) se puede utilizar la raiz de pequefias plantulas creciendo en agar para
cultivar nematodos fitoparasitos, este cultivo puede durar varios dias o inclusive semanas, ya que
las plantulas obtienen los nutrientes necesarios de la semilla para sobrevivir y la raiz es un medio

de cultivo idéneo para los nemas.

Algunos casos donde se han cultivado a través de esta técnica son; P. penetrans en raices de
trébol y P. penetrans en raices de fresa (Chen y Rich, 1963).
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CAPITULO Il TECNICAS DE EXPERIMENTACION EN LABORATORIO E
INVERNADERO.

3.1 Cultivo de Pratylenchus thornei en zanahoria

Para generar indculo de P. thornei se utilizé el método propuesto por Zuckerman ef al. (1985) y

con algunas modificaciones de Nicol (1996).
a) Preparacion de la zanahoria

e Utilizar zanahoria sana y recién cosechada.

e Seleccionar las zanahoria y lavarla para eliminar impurezas.

e En una camara de flujo laminar, eliminar la epidermis de la zanahoria, asi como los
extremos de la misma, para lo cual, utilizar cuchillos y pela papas con mucho filo.

e Sumergirlas en alcohol al 95 % durante 10 min. y posteriormente flamearlas en un
mechero tomandolas con unas pinzas largas hasta que todo el alcohol absorbido, sea
consumido por el fuego.

e Eliminar la zona flameada con el pela papas y cortar rodajas del grosor deseado, el cual se
elige en base al tipo o volumen del recipiente del cultivo que se va a emplear (por
ejemplo, frascos de gerber, cajas de petri, etc.).

Nota; es muy importante flamear tanto el pela papas como el cuchillo cada vez que se elimine
una porcion de la zona flameada de la zanahoria.

e Finalmente colocar las rodajas en el recipiente y sellar con parafilm para evitar
deshidratacion . Pueden almacenarse de 22 a 24 °C o inocularlas inmediatamente con

nematodos desinfectados.

b) Desinfeccion de nematodos

e Los nematodos son aislados del suelo o de raices mediante la aplicacion de técnicas
convencionales (flotacion y centrifugacion con azicar o por medios de embudos de

Baermann),
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e Concentrar los nematodos extraidos en un filtro para esterilizacion con una malla de 21
um hasta tenerlos en un volumen aproximado de 1 ml. Incorporar 30 ml de una solucion
de estreptomicina al 1 %, dejarlos en reposo durante una hora.

o Eliminar la estreptomicina y posteriormente lavarlos con abundante agua destilada estéril.
Una vez lavados eliminar totalmente el agua que se utilizd para lavarlos y extraerlos
mediante la malla del filtro donde habian sido concentrados, ya desinfectados colocarlos
en un recipiente pequefio previamente esterilizado (una cajita de petri por ¢jemplo) con la
ayuda de una piceta con agua esterilizada.

e Ya en la caja de petri estan listos para ser inoculados a las dosis necesaria, Para realizar
este procedimiento utilizar pipetas pasteur o micro pipetas, se recomienda esterilizar las
puntillas con la finalidad de eliminar la posibilidad de contaminacion y ademas se debera

de utilizar una pipeta o puntilla nueva maximo cada tres inoculaciones.
3.2 Cosecha de nematodos cultivados en zanahoria

Cuando las rodajas de zanahoria tienen una apariencia café oscuro como se muestra en la figura 2
proceder a la cosecha, o bien cuando las fechas de experimentacion asi lo indiquen, en cualquiera

de los dos casos, realizar lo siguiente;

e Con un cuchillo muy filoso cortar en pequefios trozos la rodaja de zanahoria, colocarlos
en matraces de erlenmeyer y agregarles agua hasta que floten (150 ml aproximadamente).

e Colocar los matraces en un agitador oscilatorio y dejarlos en movimiento por un periodo
de 2 horas.

e Después de la dos horas extraer el agua de los matraces a través de un tamiz del no. 100
para evitar traer residuos de zanahoria. Regresar los trozos capturados en el tamiz a los
matraces y agregar nuevamente agua.

e La muestra de agua que se ha obtenido de los matraces y que contiene los primeros

nematodos y huevecillos se manipula de acuerdo a los objetivos de la cosecha.
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Figura 2. Cultivo Monoxénico de P. thornei en callo de zanahoria

a) Conteo para determinar rendimiento

¢ De la muestra contenida extraer un ml y colocarlo en un contador y con la ayuda de un
microscopio de diseccion realizar el conteo.
e Si se obtienen menos de 800 nematodos realizar una extrapolacion al volumen, de lo

contrario proceder a lo siguiente;

Con la ayuda de una probeta aforar a 100 ml (o a una cantidad mas grande dependiendo del
nimero de nematodos por ml) y proceder al conteo, si se obtienen mas de 800 nematodos/ml
realizar otro aforo como el anterior, y asi sucesivamente hasta obtener una muestra que
contenga menos de 800 nematodos/ml, cuando esto suceda realizar una extrapolacion

tomando en cuenta cada uno de los volimenes de aforo hasta llegar al volumen original.

b) Conteo para inocular a plantas de trigo

e Cuando ya se hayan extraido los nematodos necesarios, manipular la muestra total en un
matraz extrayendo o agregando agua para ajustar la densidad requerida en un mililitro y
considerando el numero de plantas a inocular. Lo mas recomendable es inocular los

nematodos con un ml por cada planta.
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Se recomienda cubrir el matraz con papel aluminio para evitar exponer los nematodos a la

luz directa del sol y agitarlo en forma constante para obtener una inoculacion homogénea

3.3 Siembra de trigo en invernadero con fines experimentales

a) Germinacion de semilla

El trabajo se debe realizar bajo una camara de flujo laminar

Nota

Colocar 100 semillas de cada linea o variedad de trigo en vasos de precipitado por
separado e identificarlas.

Agregarles alcohol al 95 % hasta cubrirlas y un poco mas, agitarlas durante¢ 5 minutos y
decantar.

Agregarles cloro al 100 % hasta cubrirlas y un poco mas, agitarlas durante 10 minutos y
decantar.

Agregarles agua destilada estéril para lavarlas, agitarlas durante 5 minutos y decantar,
realizar nuevamente este procedimiento con la finalidad de eliminar todo el alcohol y
cloro y asi evitar dafios a la semilla. En este instante la semilla esta lista para colocarla a
germinar,

Previo a este procedimiento, colocar papel filtro en cajas de petri de plastico y agregarles
2 ml de agua destilada estéril,

Colocar 20 semillas en cada caja de petri, perfectamente distribuidas, todas con el
embriéon en una sola direccién y con la hendidura hacia abajo para evitar dafios por
entrecruzamientos de radiculas y plumulas al momento de la siembra,

Sellar las cajas con parafilm cuidando no mover demasiado las semillas, colocarlas por 12
horas en una incubadora a 5 ° C para que rapidamente absorban humedad y después
llevarlas a 20 °C durante 3 a 5 dias.

Cuando las raices midan no mas de 1.5 cm proceder a la siembra,

. el procedimiento debe realizarse con el material previamente esterilizado.
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b) Siembra o trasplante

El trasplante de la semilla previamente germinada, se realiza en tubos de polietileno de 1.25 de

diametro * 5 pulgadas de largo, pero antes debe realizarse lo siguiente:

e Utilizar como sustrato una mezcla en proporcion de 1:1 de arena de rio y peat most
cernidos, la cual debe esterilizarse con vapor.

e Ya en el invernadero y cuando el sustrato esté frio, llenar los tubos dejando un espacio de
un cm y colocarlos en charolas de plastico.

e Considerando que el sustrato aun esta humedo por el proceso de esterilizacion, con una
pinza esterilizada extraer cada planta de las cajas de petri e irlas colocando en cada tubo,
posteriormente cubrirlas con una pequefia cantidad de sustrato y esperar hasta el siguiente
dia para realizar un riego ligero.

e Por otra parte en charolas de plastico de 58.5 cm * 13 ¢cm * 101.4 ¢cm colocar una capa de
5 a 6 cm de espesor de sustrato perfectamente distribuido y sobre ellas una maya con
orificios de 4 * 4 cm hecha de alambron entretejido, la cual servira para sostener los tubos
con sus respectivas plantas.

e Ocho dias después del trasplante y cuando las plantulas ya estén completamente
adaptadas distribuirlas en las nuevas charolas acomodandolas dentro de los orificios de la
malla y dejando un orificio entre tubos de acuerdo al disefio experimental,

e En este momento las plantas estan listas para recibir la inoculacion de nematodos ( ver

apartado 3.2b).
3.4 Extraccion de nematodos de raiz de trigo

Los nematodos se extraen utilizando el principio del embudo de Baermann con algunas

modificaciones hechas por Nicol (1996) conocida como técnica nebulizador.

e Una ves que las plantas de trigo hayan cumplido con el tiempo de experimentacion
proceder al lavado de raices con agua simple y con la ayuda de una manguera haciendo

presion para eliminar el suelo y otras impurezas,
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Colocar las raices con su respectiva identificacion en una pequefia bolsa de plastico y
llevarlas al nebulizador.

Colocar cada raiz por embudo, con su respectiva identificacion cada muestra, trozar en
segmentos de 2 cm de longitud y colocar estos ultimos en los contenedores para
introduciros al nebulizador por un periodo de tres dias.

Tres dias después colectar el agua que trae los nematodos por el extremo inferior de cada
embudo en recipientes apropiados.

Proceder al conteo de nematodos como se sefiala en la seccion 3.2a.

3.5 Tincion de raices de trigo

Con el objetivo de observar y determinar la penetracion o multiplicacion de los nematodos, se

realiza la tincidon de raices.

Hervir de uno a tres minutos cada raiz por separado en una solucion de glicerol, acido
lactico, agua y fuccina acida al 0.5 %.

Posteriormente colocar cada raiz en cajas de petri u otro recipiente y cubrirla con una
solucion de glicerol, agua y acido lactico (150 ml, 150 ml y 10 gotas respectivamente).
Para observar los nematodos en la raiz utilizar un microscopio de diseccion, Las raices se
colocan entre dos portaobjetos y se hace un poco de presién para observar la raiz

completa.
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CAPITULO IV CULTIVO DE Pratylenchus thornei EN RODAJAS DE ZANAHORIA

4.1 Introduccion

Pratylenchus thornei es un parasito importante de trigo en México, desde 1974, Van Gundy lo
report6 en ¢l estado de Sonora causando cuantiosas pérdidas. Para 1998, el Centro Internacional
de Mejoramiento en Maiz y Trigo comenzo una linea de investigacion que implicod ratificar o
rectificar lo expuesto por el autor, sugiriendo una serie de experimentos donde se hizo necesario
generar una fuente de indculo del nematodo y proceder a otros estudios, sin embargo los primeros

ensayos, para el cultivo de P. thornei en discos de zanahoria, no tuvieron éxito.

Se tienen una serie de registros que evidencian el éxito de dicha técnica para cultivar nematodos
de esta especie. Los problemas mas comunes en el cultivo de nematodos endoparasitos y
migratorios es la contaminacion bacteriana teniendo su punto de incidencia en la preparacion del
medio de cultivo y en la calidad de la zanahoria. Varios autores (Moody ef al,, 1973; Lawn y
Noel, 1986) han tenido la experiencia de encontrar una contaminacion interna en-la zanahoria
utilizada como medio, lo cual reduce considerablemente el éxito del cultivo. Moody et al. (1973)
recomiendan utilizar zanahorias frescas (recién cosechadas), ya que se reducen

considerablemente las pérdidas por contaminacion,

Ante los diferentes problemas que se tuvieron al realizar los primeros ensayos para multiplicar P.
thornei y con la finalidad de generar una fuente de inoculo lo suficientemente limpia y con
especimenes viables para investigacion, se planteé conjugar diferentes elementos que pudieran
influir y obtener mejores resultados, de esta manera se desarrollé el siguiente objetivo:

4.1.1 Objetivo

Determinar la densidad de indculo y el periodo de incubacion Optimos para cultivar P. thornei en

rodajas de zanahoria libre de contaminacion bacteriana.
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4.2 Materiales y métodos

Utilizando la metodologia de Moody ef al. (1973) y con algunas modificaciones de Nicol (1996)
se llevd a cabo durante 4 meses el siguiente experimento en el laboratorio de Fitopatologia del
Centro Internacional de Mejoramiento en Maiz y Trigo (CIMMYT). El cultivo se establecio en
rodajas de zanahoria de 0.7 a 0.8 cm de grosor, en cajas de petri de 100 * 15 mm como
recipientes de cultivo, las cuales se sellaron con parafilm y se incubaron bajo condiciones oscuras
a una temperatura de 21 °C en promedio. La fuente de indculo se extrajo de raices de trigo

inoculado en invernaderoy de muestras de suelo de Cd. Obregon Estado de Sonora.
Se utilizd un disefio experimental factorial completamente al azar con 10 repeticiones y la
organizacion del experimento fue como se muestra en el cuadro 1,

Cuadro 1. Organizacién del experimento: Cultivo de P. thornei en rodajas de zanahoria, considerando los
factores origen de inéculo, tiempo de cosecha y densidades de inoculacién.

FACTORES NIVELES

A: Origen del nematodo 1: De campo (Sonora) 2: De invernadero
B: Meses a cosecha 1: a los 2 meses 2: alos 4 meses
C: Densidades 1: 100 nem/rodaja, 2: 20 nem/rodaja

Las variables respuesta medidas fueron; nimero de nematodos por rodaja, nimero de huevecillos
por rodaja y contaminacion, La primera cosecha se realizé dos meses después y la segunda cuatro
meses después de la inoculacion, en cada cosecha se realizaron tres extracciones. Para determinar
la contaminacién se utilizé una escala arbitraria de 1-10 siendo el numero 1, el menor grado de
contaminacion y el 10 el mayor. El color café oscuro y una consistencia aguanosa (putrefaccion)
de la zanahoria, fueron los indicadores de una mayor contaminacion en las rodajas, causados por
la invasion de bacterias, de esta forma determinamos que a mayor color oscuro y mayor

putrefaccion la contaminacion fue mas drastica.

El analisis de los resultados se hizo con el programa SAS para Windows (SAS Institute, 1998) se
realizaron andlisis de varianza y pruebas de comparacion de medias para los casos con
diferencias significativas dando mayor importancia a las interacciones para saber cuales fueron

las mejores condiciones para la reproduccion del nematodo.
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4.3 Resultados

El analisis de varianza (cuadro 2) indica diferencias significativas entre meses a cosecha,
densidades y la interaccion meses a cosecha * densidades para la variable numero de
nematodos/rodaja; entre origen de la muestra, meses a cosecha, densidades, interaccion origen de
la muestra * meses a cosecha e interaccion meses a cosecha * densidades para la variable nimero

de huevecillos/rodaja y entre meses a cosecha y densidades para la variable contaminacion.

Cuadro 2. Analisis de varianza de las fuentes de variacién origen de la muestra, meses a cosecha, densidades y
sus interacciones en las variables respuesta mimero de nematodos, nimero de huevecillos y contaminacién; de
el experimento cultivo de P. thornei en rodajas de zanahoria,

Numero de nematodos Numero de huevecillos Contaminacion
Descripcién (FV) Pr>F  Descripcion (FV) Pr>F  Descripcion (FV) Pr>F
A:Origen de la muestra 0.6990  A:Origen de la muestra  0.0024*  A:Origen de la muestra  0.0566
B:Meses a cosecha 0.0001* B:Meses a cosecha 0.0001* B:Meses a cosecha 0.0001*
C:Densidades 0.0001* C:Densidades 0.0001* C:Densidades 0.0150*
Interaccion A*B 0.5854  Interaccion A*B 0.0026* Interaccion A*B 0.7827
Interaccion A*C 0.2136  Interaccion A*C 0.1886  Interaccion A*C 0.2342
Interaccion B*C 0.0001* Interaccion B*C 0.0001* Interaccion B*C 0.7827
Interaccion A*B*C 0.2048  Interaccion A*B*C 0.1731  Interaccion A*B*C 0.6459

* existen diferencias estadisticamente significativas, FV: Fuentes de variacién
a) Numero de nematodos y numero de huevecillos por rodaja

Los meses a cosecha (periodo de incubacion), la densidad de indculo y la interaccion de ambas,
influyen en el nimero final de nematodos y de huevecillos. El mayor nimero de nematodos y de
huevecillos se obtiene a los cuatro meses inoculando 100 nematodos (Figura 3 y 4). El origen de
la muestra con los meses a cosecha (periodo de incubacion) y su interaccion también repercuten,
aunque en este caso solamente en el nimero de huevecillos, en este caso el mayor nimero de
huevecillos se obtiene a los cuatro meses cuando se inoculan nematodos extraidos del plantas de

trigo de invernadero (Figura 5).

30



80000
60000
40000
20000

NEM/RODAJA

2*100 2*20 4100 4*20
MESES A COSECHA/DENSIDAD DE INICULO

Figura 3. Comparacién de medias segiin prueba de Tukey para la interaccién meses a cosecha por densidad
de inéculo, con una diferencia minima significativa de 6795.4, de la variable nimero de nematodos por rodaja
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Figura 4. Comparacién de medias segiin prueba de Tukey para la interaccion meses a cosecha por densidad
de indculo, con una diferencia minima significativa de 9132.4, de la variable pimero de huevecillos por
rodaja
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Figura 5. Comparacién de medias segiin prueba de Tukey para la interaccién origen de la muestra por meses
a cosecha, con una diferencia minima significativa de 9132.4, de la variable nimero de huevecillos por rodaja
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Se determin la tasa de multiplicacion, considerando que los diferentes meses a cosecha (periodo
de inoculacién) y las densidades afectan de igual manera, tanto al namero de nematodos como al

namero de huevecillos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tasa de multiplicacién en las interacciones generadas a partir de los diferentes tiempos de cosecha
(periodo de incubacién) con las densidades de inoculacién, para las variables nimero de nematodos y nimero
de huevecillos, en el experimento Cultivo de Pratylenchus thornei en rodajas de zanahoria

Interaccion Nimero de nematodos Numero de huevecillos
™ ™
Dos meses * 100 nematodos 6.65 4
Cuatro meses * 100 nematodos 586 632
Dos meses * 20 nematodos 7.7 32
Cuatro meses * 20 nematodos 518 366

TM: tasa de multiplicacién

El cuadro 3 muestra la similitud entre el nimero de nematodos y de huevecillos obtenidos, por
ejemplo a los dos meses inoculando 100 nematodos, resultan alrededor de siete nematodos y
cuatro huevecillos, asi mismo inoculando 20 nematodos se obtienen casi ocho nematodos y tres
huevecillos. A los cuatro meses los resultados son mayores en las dos variables, por lo tanto
podemos observar que a mayor tiempo de cosecha (incubacion) la reproduccion se incrementa,

independientemente de la densidad de in6culo.

¢) Contaminacion

Los meses a cosecha (periodo de incubacion) y las densidades de in6culo sin interactuar con los
demas factores, es decir individualmente, influyeron considerablemente en el grado de

contaminacion final del cultivo. Resultando mayor contaminacion a los cuatro meses €

inoculando 100 nematodos por rodaja (Figuras 6 y 7).
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Figura 6. Comparacién de medias segiin prueba de Tukey para el factor meses a cosecha (periodo de
inoculacién) con una diferencia minima significativa de 1.08, en la variable contaminacién
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Figura 7. Comparacion de medias segiin prueba de Tukey para el factor densidad de inoculo, con una
diferencia minima significativa de 1.08, en la variable contaminacién

4.4 Discusion

a ) Niumero de nematodos y el numero huevecillos .

Los resultados més importantes de este experimento indican que el nimero de nematodos y el
numero de huevecillos, se ve afectado significativamente por la interaccion de meses a cosecha
(periodo de incubacién) y densidades de in6culo. Las figuras 3 y 4 muestran los niveles mas
altos de poblacién al cosechar a los cuatro meses y aun mas cuando la inoculacion inicial es de
100 nematodos por rodaja. Moody et al. (1973), recomiendan tiempos de incubacion de 2 hasta 4
meses. Con los resultados obtenidos podemos afiadir que a mayor periodo de incubacién se
obtienen poblaciones mas grandes. Respecto a la densidad de inoculacion, rectificamos que en
México la densidad inicial de in6culo debe ser mucho mayor a la usada por Nicol (1996) en
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Australia. Autores como Moody et al. (1973), Reise et al. (1987), Castillo et al. (1995) y
O’Bannon y Taylor (1968) coinciden con este experimento en inocular 100 nematodos por
rodaja. Por otra parte otros autores como Verdejo y Pinochet (1992) y Chitambar y Rasky (1985)
recomiendan niveles de inoculacién muy bajos (8 a 12 hembras), sin embargo su éxito radica en

que las hembras inoculadas deben estar gravidas.

También la interaccion origen de la muestra y meses a cosecha (periodo de incubacion) fue
significativa, sin embargo en esta ocasion solo afecta al nimero de huevecillos por rodaja. En la
figura 5 podemos observar que numero de huevecillos es mayor a los cuatro meses de incubacion
y aun mas cuando se trata de nematodos que fueron extraidos de raices de trigo cultivado en

invernadero.

De acuerdo al cuadro 3 donde se calcula la tasa de multiplicacion (nimero de nematodos y
huevecillos por rodaja) es mucho mas importante los meses a cosecha (periodo de incubacion)
que las densidades de inoculacion, pues el comportamiento de los resultados indica que a mayor
tiempo de cosecha el nimero de nematodos y huevecillos es mayor, independientemente si se usa

una densidad inicial de 20 6 100 nematodos por rodaja.
¢) Sobre la contaminacion

En la presente investigacion las densidades de nematodos inoculados y los meses a cosecha
(periodo de incubacion) repercutieron considerablemente en el grado de contaminacion (figuras 6
y 7). En el primer caso los resultados indican que cuando se inoculan 100 nema hay mayor
contaminacion que cuando se inoculan sélo 20, por eso se hace hincapié en poner gran atencion a
la desinfeccion de los nematodos antes de inocular. Para tal efecto algunos autores reconﬁendan
varias alternativas, por ejemplo Castillo ef al. (1995) desinfectaron los nematodos con ethoxiyetil
mercur al 0.02 % y estreptomicina al 1 % durante un periodo de 2 a 24 horas respectivamente;
Verdejo y Pinochet (1992) usaron una solucion de cloruro de mercurio al 0.01 % vy
estreptomicina al 1% por 5 minutos y posteriormente agua estéril para lavarlos; Moody et al.
(1973) y Verdejo y Pinochet (1992) proponen diferentes técnicas muy efectivas para desinfectar

superficialmente a los especimenes por inocular. En el segundo caso referente al tiempo de
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cosecha, la contaminacion se agravo cuando se cosecha a los 4 meses. A mayor periodo de
incubacién mayor grado de contaminacion, sin embargo la contaminacién depende de la calidad
de la zanahoria. Autores como Moody et al. (1973) recomiendan estrictamente utilizar zanahoria
fresca (recién cosechada), ya que las posibilidades de contaminacion se reducen de una manera
muy notoria. Al cultivar P. vulnus usé zanahorias frescas y obtuvo un bajo indice de
contaminacion por hongos y bacterias, pues en experimentos anteriores al igual que Lawn y Noel
(1986) encontraron una contaminacioén completa que se convirtio en problema para el cultivo en

desarrollo.

De acuerdo a Lawn y Noel (1986) la contaminacion bacteriana es una de las limitantes mas
importantes de este medio de cultivo. Podrian considerarse las mejores recomendaciones para el
buen éxito en establecimiento de un cultivo, pero si no se controlan las condiciones que pueden
generar una contaminacioén, por ejemplo la desinfeccion de nematodos superficialmente y/o
calidad fitosanitaria de la zanahoria, la técnica serd un fracaso, porque a pesar de que los
nematodos a menudo logran reproducirse, aun con la presencia de otros patégeno (bacterias
principalmente), el porcentaje de mortalidad, influenciado por la competencia con otros
patdgenos, es muy alto. En nuestro caso fue sumamente dificil poder contar con zanahorias recién
sacadas del campo, sin embargo el material que se utilizo, se consiguié en la central de Abastos
D.F, lugar donde se infiere que ha tenido poco manipuleo. Aun asi se considera que la
zanahoria no fue de estricta calidad, lo cual aunado a un periodo de cosecha mayor, se da lugar a
que las bacterias que logran permanecer ain con la desinfeccion, tienen suficiente tiempo para
invadir por completo a la zanahoria. Por el contrario al darle un tiempo mas corto (2 meses por
ejemplo) el grado de infeccién es menor, inclusive en muchas ocasiones las bacterias no logran
su maximo desarrollo, sin embargo la produccion de nematodos también es muy baja, lo cual es

una desventaja para el cultivo.
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4.5 Conclusiones

a) Se obtiene un mayor nimero de nematodos y de huevecillos a los cuatro meses habiendo

inoculado 100 nematodos por rodaja, sin importar el origen de la muestra del nematodo.

b) Se obtiene un mayor numero de huevecillos a los cuatro meses habiendo inoculado

nematodos procedentes de muestras de raices de trigo cultivado en invernadero.

c¢) El grado de contaminacion se incrementa cuando el periodo de cultivo se extiende a los

cuatro meses y cuando se inoculan 100 nematodos/rodaja.
4.6 Recomendaciones

a) Es preferible incrementar (dos o tres veces mas) la densidad de inéculo y acortar el
periodo de cultivo, de esta forma se promueve una tasa de multiplicacion mayor y se
reduce el rniesgo de contaminacion. De esta forma las bacterias no tienen el tiempo
suficiente para alcanzar su maximo desarrollo y ademas se reduce el grado de mortalidad
de nematodos. También es muy importante tratar de trabajar con zanahoria fresca, de

preferencia recién cosechada, de esta forma se reducen los problemas de contaminacion.
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CAPITULO V CICLO DE VIDA DE P. thornei EN LINEAS DE TRIGO RESISTENTES Y
SUSCEPTIBLES

5.1 Introduccion

La resistencia medida por la habilidad del nematodo para alimentarse, desarrollarse y
reproducirse en un hospedante opera en algin momento del ciclo de vida. Los mecanismos de
resistencia pueden estar relacionados a barreras fisicas que impiden la entrada o desplazamiento
del patogeno en el hospedante (Trudgill, 1991), o a la segregacion de sustancias quimicas
(fitoalexinas, aminoacidos, hormonas, enzimas etc,) (Bailey er al., 1976; Rich et al., 1977,
Veech, 1979; Kaplan et al., 1979; Trudgill, 1991; Cepeda, 1996) que repelen y/o inhiben a los
patogenos antes y/o después de haber invadido a la raiz. Cuando la resistencia a nematodos
endoparasitos y migratorios no se manifiesta, el patogeno invade y lesiona los tejidos radicales
incidiendo fuertemente en la entrada de otros microorganismos patogenos. Hay una gran ventaja
cuando se trata de mecanismos de resistencia que se activan antes de que el nematodo invada la

raiz, ya que se reducen las posibilidades de que la planta pueda ser afectada por otros patogenos:

El trigo AUS4930 provee resistencia a P. thornei (Nicol y Rivoal, 2001), sin embargo los
mecanismos de resistencia que afectan el ciclo de vida del patégeno no son muy claros. De hecho
no hay grandes evidencias que detallen el ciclo de vida de Pratylenchus (Chitambar y Raski,
1985). Autores como Siyanand ef al., (1982) y Chitambar y Raki, (1985) estudiaron los eventos
mas importantes del ciclo de vida de Prtaylenchus thornei y P. vulnus respectivamente, sin
embargo no retoman el efecto que pudiese generar la resistencia y/o susceptibilidad de los

hospedantes en el mismo.
En el caso presente se estudiara la duracion del ciclo de vida, el crecimiento del nematodo a

través del tiempo en condiciones de resistencia (AUS4930 5.1) y susceptibilidad (Machete) en

trigo. Los objetivos perseguidos en este experimento fueron los siguientes;
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5.1.1 Objetivo general
Estudiar el ciclo de vida de P. thornei, en variedades resistentes y susceptibles de trigo

5.2 Relacion densidad de inocule / invasion de P. thornei sobre lineas resistentes y

susceptibles de trigo.
5.2.1 Objetivos especificos

a) Determinar la densidad de huevecillos a inocular, para obtener cuando menos 20 nematodos
juveniles por raiz de cada tratamiento, para usarlos como procedimiento estandar en la evaluacion

del ciclo de vida en lineas susceptibles y resistentes de trigo,
5.2.2 Materiales y Métodos

El presente ensayo tuvo una duracion de ocho dias, se llevd a cabo en invernadero (CIMMYT).
La metodologia empleada para realizar este experimento se sefiala en el apartado 3.3 del Capitulo
II. La semilla de trigo se puso a germinar el dia 27 de enero del 2001, 8 dias después se realizo el
trasplante en tubos de polietileno y once dias después se llevo a cabo la inoculacién y montaje del
experimento. Para la inoculacidon se usaron huevecillos extraidos de rodajas de zanahoria con
incidencia de bacterias, aunque no se tenia la certeza de tener éxito en la invasion de la raiz
usando esta metodologia, debido a que lo mas viable es inocular juveniles 2. La extraccion de
estos ultimos no se llevd a cabo por carecerse de las mallas especificas para descriminar
estrictamente tamafios de los nematodos. Se inocularon 650 y 1300 huevecillos / planta en las

linea AUS4930 5.1 (parcialmente resistente) y Machete (susceptible).

El experimento se realizd en un disefio factorial completamente al azar con 5 repeticiones v la

organizacion del experimento se expone en el cuadro 4,
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Cuadro 4. Organizacién del experimento: Relacién densidad de inoculo/invasion de P. thornei sobre lineas
resistentes y susceptibles de trigo, los factores considerados y sus respectivos niveles

FACTORES NIVELES

A: Variedades 1: AUS4930, 2: MACHETE

B: Densidad de inoculaciéon 1: 650 huev/planta, 2: 1300 huev/planta
Total de huevecillos inoculadoes 19 500

La variable respuesta medida fue el nimero de J2 en la raiz a los ocho dias después de haber
inoculado. El conteo se realizé observando directamente en la raiz los nematodos que a los ocho
dias lograron penetrar, para lo cual fue necesario hacer tincion de raices como se indica en el

apartado 3.6 del capitulo IIL

Utilizando SAS para Windows (SAS Institute, 1998) se realizo un analisis de varianza para
determinar una posible diferencia entre las dos densidades de indculo experimentadas asi como

entre las lineas evaluadas.
5.2.3. Resultados
a) Numero de J2 a los ocho dias después de haber inoculado huevecillos

Los resultados del analisis de varianza indican que hay diferencias estadisticas significativas

entre las densidades de inéculo evaluadas (cuadro 6).

Cuadro 5. Anilisis de varianza de la fuentes de variacion: lineas, densidades y su interaccién en la variable
respuesta nimero de J2, a los ocho dias después de haber inoculado huevecillos de P. thornei en el
experimento: Relacién densidad de indculo/invasién de P. thornei sobre lineas resistentes y susceptibles de
trigo.

Fuente  Descripcion Pr>F
A Lineas: AUS4930 y Machete 0.7066
B Densidades: 650 y 1300 huev/planta 0.0123 *
AB Interaccion 0.6567

* existen diferencias significativas
Ya con los resultados arrojados por el analisis de varianza se realizé una comparacion de medias
segin Tukey entre densidades de inéculo, fuente de variacion donde se lograron encontrar

diferencias estadisticas (figura 8).
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Figura 8. Comparacion de medias segiin prueba de Tukey para densidades de inoculacion con una diferencia minima
significativa de 6.08, en el experimente relacion densidad de inoculo/invasion de P. thornei sobre lineas resistentes y
susceptibles de trigo.

3.2.4 Discusion

Es evidente que no hay ninguna diferencia en la cantidad de J2 encontrados en la raiz entre la
linea AUS4930 5.1 y Machete a los ocho dias después de haberlas inoculado. Esto indica que la
invasion de los nematodos a los diferentes sistemas radicales de la linea resistente y susceptible
es distinta, al respecto, Taheri (1996), realizé6 un experimento donde midié la tasa de penetracion
en variedades resistentes y susceptibles y no encontré diferencia estadistica significativa, sin
embargo el nimero de nematodos en las variedades susceptibles fue mayor que en las resistentes
después de cierto tiempo. Por su parte Southey (1978), menciona que la imposibilidad o falla de
algunas larvas para penetrar las plantas resistentes se debe a la secrecion de sustancias toxicas
producidas por la raiz. En lo que se refiere a la densidad de inoculacion (nimero de huevecillos
por raiz) es totalmente evidente que hay mayor penetracién de J2 cuando se inoculan 1300
huevecillos por planta que cuando se inoculan solamente 650. De esta forma se sabe que entre
mayor sea el niimero de huevecillos inoculados, mayor sera el porcentaje de invasion a la raiz.
Para los fines establecidos no se le puede conferir la mayor categoria a la densidad de 1300
huevecillos por planta, ya que solo se encuentran en promedio 10.3 J2 por planta, es decir la raiz
es invadida apenas por un 0.7 % de lo inoculado, mientras que con 650 invade solo el 0.3 %, por
lo tanto no se cubren los requerimientos deseados. Habra necesidad de duplicar la densidad de
inoculo mas alta (1300 huev/planta) en el experimento definitivo, ya que se requieren por 1o

menos 20 nematodos por planta para determinar el crecimiento a través del tiempo, con diferentes
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temperaturas. Estas tltimas con la finalidad de observar el posible efecto que puedan tener sobre
los materiales evaluados. Se consideraron niveles de 18-22 °C y 25-30 °C, ya que son rangos

optimos para la mayoria de nematodos.

Cabe seflalar que seria mucho mas viable, realizar este tipo de experimento utilizando
especimenes J2, sin embargo como ya se mencion6 es mucho mas dificil obtenerlos. Para fines
de medicion del ciclo de vida, es sumamente interesante usar huevecillos como in6culo inicial, ya
que se parte inclusive desde la eclosién de los mismos, sin embargo hay que poner mucho
cuidado y tratar de usar huevecillos con alta viabilidad. De hecho se especula que una de las
causas mas importante que repercutié en el bajo porcentaje de penetracion, es haber utilizado
huevecillos extraidos de cultivos contaminados con bacterias, las cuales se sabe repercuten

considerablemente en la viabilidad de los mismos.
5.3 Infeccion y duracién del ciclo de vida de P. thornei en trigo

5.3.1 Objetivos especificos

a) Estudiar la capacidad de invasion de P. thornei en diferentes periodos de incubacion durante su
ciclo de vida.
b) Detectar el cierre del ciclo de vida de P. thornei bajo condiciones controladas.

c) Determinar la influencia de la temperatura y variedad en el porte de P. thornei.
5.3.2 Materiales y métodos

Este experimento se realizo en invernadero (CIMMYT). Se llevd a acabo mediante la
metodologia que se indica en el apartado 3.3 del capitulo ITII. Se evaluaron una linea de trigo
resistente y una susceptible, dos rangos de temperaturas y cinco diferentes periodos de
incubacién. La semilla se puso a germinar el dia 16 de febrero del 2001, 6 dias después se realizo
el trasplante en el invernadero, este mismo dia se hizo el montaje del experimento y 8 dias
después se realizo la inoculacion con huevecillos. Los huevecillos se extrajeron de cultivos

monoxénicos de zanahoria y con base a los resultados obtenidos en el experimento previo a este,
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se inocularon 2000 huevecillos/planta. Se realizaron extracciones de nematodos cada ocho dias

después de la inoculacion usando la metodologia que se indica en el apartado 3.4 del capitulo IIL

Se utilizd un disefio experimental factorial completamente al azar con 3 repeticiones y la

organizacion del experimento fue de la siguiente manera.

Cuadro 6. Organizacién del experimento: Infeccién y duracion del ciclo de vida de P. thornei en trigo,
factores considerados en el experimento y sus respectivos niveles.

FACTORES NIVELES

A: Temperaturas (°C) 1:18-22 °C, 2: 25-30°C

C: Variedades 1: AUS4930, 2: MACHETE
B: Dias a cosecha 8,16,24,40,48 (dias)

Total de huevecillos inoculados 216 000

Las variables respuesta medidas fueron nimero de nematodos/raiz, nimero de huevecillos por
raiz y largo y ancho de 20 nematodos por tratamiento. La primera variable nos indica la
capacidad de invasion de P. thornei en diferentes tiempos durante su desarrollo, no indica
propiamente la multiplicacion del mismo, ya que hasta que aparezcan los huevecillos los
nematodos se mantendran en etapa juvenil y no pueden multiplicarse. La segunda variable
(nimero de huevecillos por raiz) se evalué con la finalidad de determinar la culminacion del ciclo
de vida (primera generacion) pues la presencia de los huevecillos en el interior de las raices seria
el indicador y finalmente con la tercera variable (largo y ancho del nematodo) haciendo
mediciones de la longitud y anchura de los nematodos, se determinara el porte (crecimiento) de
P. thornei a través del tiempo, desde su emergencia hasta su etapa adulta. Como ya se menciono,
se hicieron extracciones de raices cada ocho dias, en todos los casos fue necesario tefiirlas (como
se indica en el apartado 3.6 del capitulo IIT) para contar el nimero de los nematodos y observar
el momento de la aparicion de los huevecillos, asi como medir el crecimiento de los mismos
durante su desarrollo. El nimero de nematodos y de huevecillos se determiné observando las
raices directamente en el microscopio como se indica en la seccion 3.6 del capitulo Il y en el
caso de las dimensiones (largo y ancho) fue necesario disectar las raices para extraer 20
nematodos de cada tratamiento. En mucho de los casos se obtuvieron especimenes de las tres
repeticiones (plantas por cada tratamiento) para lograr la cantidad necesaria (20 nematodos). Una

vez reunidos, se realizaron montajes permanentes colocando de 3 a 6 especimenes por
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preparacion. Las mediciones se realizaron en el laboratorio de nematologia del Colegio de
Posgraduados digitalizando las imagenes de los especimenes mediante el programa de computo
Image pro plus.

El analisis de los resultados se hizo con el programa SAS para Windows (SAS Institute, 1998).
Se realizaron analisis de varianza y pruebas de comparacion de medias para los casos con

diferencias significativas.
5.3.3 Resultados

El anélisis de varianza (cuadro 7) muestra diferencias significativas entre periodo de incubacion y
la interaccion temperaturas * variedades * periodo de incubacion para la variable nimero de
nematodos por raiz, entre temperaturas, periodo de incubacion, la interaccién temperaturas *
variedades, la interaccion temperaturas * periodo de incubacion y la interaccién temperaturas *
variedades * periodo de incubacién para la variable numero de huevecillos; entre todas las
fuentes de variacion y sus interacciones de la variable largo de nematodos y entre variedades,
periodo de incubacion, la interaccion temperaturas * periodo de incubacion, la interaccidn
variedades * periodo de incubacién y la interaccion temperaturas * variedades * periodo de
incubacion para la variable ancho de nematodos . Se practicaron pruebas de comparacion de

medias segiin Tukey, para los casos mas relevantes y asi ver a detalle las diferencias que se

marcan entre los niveles de cada fuente.
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Cuadro 7. Anilisis de varianza para las variables nimero de nematodos, nimero de huevecillos, largo y ancho de nematodos en el experimento
Infeccién y duracién del ciclo de vida de P. thornei en una variedad de trigo resistente y otra susceptible realizado en CIMMYT. Estado de México,
México 2001,

Numero de nematodos Apariciéon de huevecillos Largo de nematodos Ancho de nematodos

Fuente de variacion Pr>F  Fuente de variacién Pr>F Fuentedevariacion .  Pr>F  Fuente de variacién Pr>F
A: Temperaturas 0.4564  A: Temperaturas 0.0006* A: Temperaturas 0.0001* A: Temperaturas 0.6410
B: Variedades 0.1091 B: Variedades 0.0676 B: Variedades 0.0001* B: Variedades 0.0085*
C: Periodo de incubaciéon 0.0006* C: Periodo de incubacién 0.0001* C: Periodo de incubacion 0.0001* C: Periodo de incubacion 0.0001*
Interaccion A*B 0.0919 Interaccién A*B 0.0429* Interaccion A*B 0.0001* Interaccion A*B 0.2166
Interaccion A*C 0.2578 Interaccién A*C 0.0005* Interaccion A*C 0.0001* Interaccion A*C 0.0001*
Interacciéon B*C 0.1368  Interaccién B*C 0.1732  Interacciéon B*C 0.0001* Interaccion B*C 0.0001*
Interaccion A*B*C 0.0075* Interaccion A*B*C 0.0147* Interaccion A¥B*C 0.0001* Interaccién A*B*C 0.0001*

* existen diferencias significativas
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a) Namero de nematodos y numero de huevecillos por planta.

De acuerdo a los resultados del analisis presente en el cuadro 7, las temperaturas (18-22 °C y 25-
30 °C), las variedades (AUS4930 5.1 y Machete) y los periodos de incubacién en interaccion
afectan significativamente al numero de nematodos y namero de huevecillos por raiz. La figura
10 muestra el resultado del nimero de nematodos para la interaccién de los diferentes niveles de
cada factor considerado. La Figura 11 indica la aparicién y niimero de los primeros huevecillos

del nematodo entre los 30 y 40 dias, lo cual determina el cierre del ciclo de vida.

El periodo de incubacion para nimero de nematodos por raiz e ignorando los otros factores,
también muestra diferencias significativas. La figura 9 muestra los niveles mas altos del nimero

de nematodos entre los 16 y 24 dias.
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8 16 24 40 48
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Figura 9. Comparacion de medias segiin prueba de Tukey para periodo de incubacién con una diferencia
minima significativa de 29.478, de la variable nimero de nematodos por raiz en el experimento infeccién y
duaracién del ciclo de vida de P. thornei en trigo
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Figura 10. Comparacién de medias segiin prueba de Tukey para la interaccién
temperatura*variedades*periodo de incubacién, con una diferencia minima significativa de 76.567, de la
variable nimero de nematodos por raiz en el experimento infeccién y duracién del ciclo de vida de P. thornei
en trigo
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Figura 11. Comparacion de medias segiin prueba de Tukey para la interaccién
temperatura*variedades*periodo de incubacién, con una diferencia minima significativa de 14.084, de la
variable niimero de huevecillos por raiz en el experimento infeccién y duracién del ciclo de vida de P. thornei
en trige

¢) Largo y ancho de los nematodos

Alin cuando en el cuadro 7 se muestra diferencias significativas en la mayoria de los factores y
sus interacciones en las variables largo y ancho de nematodos los resultados mas importantes
indican que los tres factores evaluados, las temperaturas (18-22 °C y 25-30 °C), las variedades
(AUS4930 5.1 y Machete) y los periodos de incubacion en interaccion afectan significativamente
las dimensiones del nematodo. La figura 12 y 13 muestran el comportamiento del crecimiento (en
longitud y ancho respectivamente) a través del tiempo en las diferentes temperaturas y variedades

evaluadas.
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Figura 12. Comparacién de medias segin prueba de Tukey para la interaccién
temperatura*variedades*periodo de incubacién, con una diferencia minima significativa de 22.266, de la
variable largo del nematodo en el experimento infeccion y duracion del ciclo de vida de P. thornei en trigo
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Figura 13. Comparacion de medias segiin prueba de Tukey para la interaccién
temperatura*variedades*periodo de incubacién, con una diferencia minima significativa de 2.65, de la
variable ancho del nematodo en el experimento infeccién y duracién del ciclo de vida de P. thernei en trigo
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5.3.4 Discusion
a) Sobre el niumero de nematodos y niimero de huevecillos por planta

Como ya se ha venido comentando en este experimento el nimero de nematodos en la planta no
tiene nada que ver con la multiplicacion del mismo, sino con el grado de infeccion a la raices
resistentes y susceptibles. El conteo de especimenes se realizé cada ocho dias hasta observar la
presencia de huevecillos, los cuales fueron el indicador del cierre del ciclo de vida del nematodo.
En cada extraccion (periodo de incubacion) se realizo el conteo de los especimenes. De acuerdo a
los resultados, este factor, al igual que la interaccion del mismo con las temperaturas y variedades
gener¢ diferencias significativas. La figura 9 nos indica el nimero de nematodos que invaden la
raiz a través del tiempo. La poblacion comienza con un nivel de 33.5 nematodos por planta, se
incrementa hasta un 57.167 a los 16 dias y finalmente culmina disminuyendo con un 36.5 a los
48 dias, donde los nematodos inician su reproduccion. Al respecto Taheri (1996) dice que en
algiin momento del ciclo de vida del nematodo, debe operar la resistencia de la planta, la cual esta
medida por la habilidad del nematodo para penetrar, alimentarse y reproducirse en el hospedante.
Los mecanismos de resistencia de variedades de trigo a algunos nematodos no son claros y
actualmente no existen reportes sobre los mecanismos de resistencia a Pratylenchus en alguna

planta.

Las diferentes temperaturas, las variedades y el periodo de incubacion en interaccion, afectan
significativamente a las variables nimero de nematodos y nimero de huevecillos (cuadro 7).
Respecto al nimero de nematodos (figura 10) se puede observar la diferencia estadistica de cada
interaccion. No existe algun efecto de la resistencia, susceptibilidad y niveles de temperaturas a
través del tiempo en la poblacion de nematodos. Aun asi, podemos deducir que la activacion del
mecanismo de resistencia se da después de la penetracion e inclusive después de la primera
generacion del nematodo, ya que tampoco hay diferencia alguna en el cierre del ciclo de vida.
Los huevecillos aparecen en cualquiera de los casos (variedades, temperaturas y periodos de
incubacion: figura 11) alrededor de los 40 dias después de la inoculacién, aunque en niveles muy
bajos. Esto reconfirma lo sefialado por Taheri, (1996) quien afirma que la mayoria de la
resistencia en plantas es inducida después de la invasion de los nematodos, dando como resultado

una inhabilitacion del nematodo para completar su desarrollo y reproduccion. A lo 48 dias se
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determiné la presencia de los huevecillos y se detecté que en la mayoria de los casos, aunque en
niveles muy bajos el nimero de huevecillos siempre fue mayor en la variedad susceptible (figura
11). De hecho Cotten (1979), no encontré diferencias significativas en la tasa de entrada de
nematodos agalladores en plantas resistentes y susceptibles. El mismo autor dice que algunas
variedades de cebada resistentes a enquistados no muestran diferencia entre las plantas
resistentes y susceptibles en términos de penetracion del nematodo, sin embargo el desarrollo
dentro de las plantas resistentes es bajo. Posiblemente el mecanismo de resistencia afecte
directamente la reproduccién del nematodo, sin embargo el efecto es paulatino, pues en otros
experimentos donde se incluyeron las mismas variedades (AUS4930 5.1 y Machete) la tasa de
multiplicacion final es mas alta en la variedad susceptible (cuadro 11) en un periodo de

incubacion de 9 semanas.

Entonces pues en este experimento la duracion del ciclo de vida de P. thornei no se ve afectado
por las lineas evaluadas (resistente y susceptible) al menos en la primera generacion por la
temperatura, tampoco hay efecto en la duracion del ciclo, pero en el nimero de huevecillos si
difiere. En la temperatura de 18 - 22 °C en la variedad AUS4930 5.1 aparecen 13 - 10
huevecillos a los 40 y 48 dias respectivamente. En esa misma temperatura, pero en la variedad
Machete aparecen 18 y 29 huevecillos a los 40 y 48 dias respectivamente. Por otro lado con la
temperatura de 25 - 30 °C en la variedad AUS4930 aparecen 1 y 11 huevecillos a los 40 y 48 dias
y en la variedad Machete aparecen 4 y 7 huevecillos a los 40 y 48 dias respectivamente (figura
11). Al respecto otros estudios del ciclo de vida de especies de Pratylenchus indican que la
temperatura si es un factor importante en la duracion del ciclo. En P. penetrans por ejemplo, el
cierre del ciclo se da a los 46 dias a una temperatura de 17 °C, a los 38.5 dias a 20 °C, a los 28
dias a 25 °C, a los 26 dias a 27 °C y a los 22 dias a 30 °C (Mizukubo and Adachi, 1997). En
plantulas de maiz a una temperatura de 30 °C el ciclo de vida de P. thornei se completa de los 25
a 29 dias (Siyanand ef al. 1982). Por otro lado Larson (1953), asegura que P. thornei cierra su
ciclo de vida a los 40 dias a temperaturas de 27 °C. Autores como Chitambar y Raski (1985) y
Castillo et al., (1995), aseguran que el ciclo de vida del nematodo se acorta alrededor de 30 dias a
temperatura promedio de 25 °C en rodajas de zanahoria. Cuando las condiciones son Optimas
para la reproduccion del nematodo, la multiplicacion final después de siete a nueve semanas, sera

mas baja en las variedades resistentes. Usualmente también se obtiene menor poblacion final que
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la poblacion inicial inoculada, aun cuando en la tasa de penetracion inicial y la duracion del ciclo
de vida no haya diferencia. En el cuadro 11 de otros experimentos se puede comprobar como
después de 9 semanas de haber inoculado, la poblacién de nematodos se reduce en las lineas
resistente. Una vez mas podemos inferir que posiblemente el mecanismo de resistencia a P.
thornei en la variedad utilizada se activa después de penetracion afectando directamente la etapa

de reproduccion del nematodo.
¢) Sobre el largo y ancho del nematodo

Como se puede observar en los resultados obtenidos, las dimensiones del nematodo (largo y
ancho) se vieron influenciadas por la interaccion de los diferentes niveles evaluados (temperatura,
variedades y periodos de incubacion); esto significa que no solo se pudo observar el crecimiento
normal a través del tiempo, sino la influencia en el mismo de las lineas (AUS4930 5.1 y

Machete) de las temperaturas (18-22 °C y 25-30 °C).

Chitambar y Raski (1985) realizaron un estudio con P. vulnus donde a través del tiempo fueron
detectando las etapas de desarrollo del nematodo y haciendo una comparacion entre
experimentos, en el presente encontramos que a los ocho dias el nematodo tuvo en promedio
230.4 um de longitud mientras que los autores, determinaron que el juvenil 2 midié entre 190 y
250 um; A los 16 dias los especimenes midieron en promedic 276.8 um y el estudio de
Chitambar y Raski (1985) ubica al juvenil 3 en un rango de longitud de 270 a 360 um; Se
determiné que a los 24 dias los especimenes midieron 359.9 u y los autores ubican al cuarto
estado juvenil en un rango de 410 a 650 um; Finalmente en nuestro experimento a los 40 dias los
especimenes midieron 579.2 um y a los 48 dias 610.9 um de longitud (figura 12), fechas en las
cuales se infiere que los nematodos estaban ya en estado adulto dada la presencia de huevecillos

en estas dos fechas.

El ancho de los nematodos también se vio influenciado por el efecto de las temperaturas,
variedades y periodo de incubacion. La figura 13 nos muestra como el nematodo va cambiando
su espesor, comenzando con 14.6 u de ancho a los ocho dias y terminando con 26.0 u a los 48

dias. Al realizar una comparacion con el trabajo que realizé6 Chitambar y Raski (1985), podemos
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inferir que en este experimento a los ocho dias el nematodo se ubicaba en su etapa de desarrollo
j2, a los 16 dias en j3, a los 24 en j3 6 j4 y a los 40 y 48 dias ya era un adulto, ya que en estas

fechas comenzaron a parecer los huevecillos.

Finalmente podemos inferir que en este experimento el crecimiento del nematodo se ve afectado
de tal forma que, el menor potencial de crecimiento (largo y ancho) se da en las temperaturas de
18 a 22 °C con la variedad AUS4930 5.1 en sus diferentes niveles de extraccion, por otro lado el
mayor potencial de crecimiento (largo y ancho) se da a los 25 a 30 °C con la variedad Machete en

sus diferentes niveles de extraccion. (figura 12).

La tendencia de los resultados indica una activacion del mecanismo de resistencia después de la
invasion del nematodo, mediante la obstruccion del crecimiento del nematodo y por lo tanto en la
viabilidad del mismo para ovipositar (reproducirse) . A este tipo de resistencia, Johnson y
Fushley, 1966, la llaman activa y postinfeccional. Sustancias toxicas como terthienils,
cucurbitacinas y alleloquimicos o bien fitoalexinas como: coumestrol y glyceolin (Cepeda 1996)
pueden interferir en este tipo de mecanismo, en donde la produccion de las misma se da en

respuesta a la presencia de cuerpos extrafios dentro de la raiz.

5.4 Conclusiones

a) Las lineas evaluadas (AUS4930 5.1 y Machete) no definen la cantidad de J2 que invaden

al sistema radical de trigo después de ocho dias de haber inoculado.

b) Resulta haber mayor cantidad de J2 en las raices donde inicialmente se inocularon 1300
huevecillos, sin embargo no se obtienen los 20 nematodos necesarios para la

determinacion de las dimensiones de los especimenes es estudio.
c) Biologicamente la tasa de penetracion y/o capacidad de invasion de P. thornei no se ve

afectada durante el desarrollo de P. thornei e inclusive en su primera generacion por la

temperatura y variedades evaluadas.
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d) Con la aparicion de un promedio de 9.3 huevecillos por raiz, el ciclo de vida de P. thornei
en trigo se cumple alrededor de los 40 dias en los dos niveles de temperaturas y

variedades evaluadas.

¢) El nimero de huevecillos, asi como las dimensiones del nematodo, tiende a ser menor en

la variedad resistente con temperaturas de 18 y 22 °C.

f) Posiblemente el mecanismo de resistencia en la variedad AUS4930 5.1 se activa después
de la penetracion e inclusive después de la primera generacion, donde se obstruye el

crecimiento del nematodo y asi mismo su viabilidad de oviposicion (reproduccion).

g) El crecimiento y porte del nematodo se ven favorecidos por el rango de temperatura mas

alto (25-30 °C) y por la variedad susceptible (Machete).

5.5 Recomendaciones

Se sugiere repetir este experimento para ratificar o rectificar los resultados, poniendo mayor
atencion en la viabilidad del material utilizado asi como un especial cuidado al momento de la
inoculacién. El indculo debera estar estrictamente formado por juveniles (J2). Para realizar el
conteo, se recomienda tefiir inmediata y cuidadosamente las raices después de ser lavadas, con la
finalidad de atrapar el mayor nimero de nematodos dentro de la raiz y asi obtener resultados mas
veridicos. De esta forma se comprobara si en realidad el mecanismo de resistencia es post

penetracion.
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CAPITULO VI CARACTERIZACION DE LA RESISTENCIA DE DIFERENTES
MATERIALES DE TRIGO (I. aestivum) Y Aegilops geniculata ANTE LA
MULTIPLICACION DE Pratylenchus thornei.

6.1 Introduccion

Las variedades resistentes, medida de combate que actualmente se ha utilizado con mucha
frecuencia en el control fitosanitario, es una de las opciones mas viables para el control de
enfermedades, especificamente en trigo las investigaciones se encaminan al mejoramiento

genético para obtener materiales que sean resistentes a fitopatogenos.

En CIMMYT el programa de cruzas amplias tiene como tarea la creacion de materiales que en su
progenie resulte por herencia el caracter que confiere la resistencia a ciertos patogenos. Para cada
caso especifico, deben de realizarse pruebas de multiplicacion y/o comportamiento, asi como el
efecto en la planta. En ocasiones es posible evaluar en conjunto enfermedades de diferente
naturaleza patogénica, sin embargo cuando por condiciones externas las evaluaciones no pueden

ser ejecutadas hay que hacerlo en forma individual.

Actualmente el CIMMYT ha creado una serie de lineas que prometen altas bondades a los
agricultores de trigo, obviamente previo a su liberacion se hace necesaria una evaluacion
fitosanitaria. El objetivo de esta investigacion fue medir el comportamiento de P. thornei en estos
materiales, comparandolos con testigos de trigos resistentes y susceptibles al patégeno. En esta
evaluacién se incluyeron varios ejemplares de Aegilops geniculata, colectados en diferentes
paises (Francia, Bulgaria, Marruecos, Tunisia, Libia, Jordania, Libano, Siria, Chipre, Portugal,
Espafia, Italia y Grecia) los cuales se han comportado como resistentes a enfermedades tales
como Roya (amarilla, del tallo y de la hoja), nematodos enquistados de los cereales (Heterodera
avenae y H. latipons) y al virus del enanismo amarillo de la cebada (Zaharieva e al., 2000) (ver
cuadro 11). En esta ocasion se pretende conocer el comportamiento de P. thornei en diferentes
materiales de Aegilops geniculata en México, para determinar si puede usarse como fuente de
resistencia para el mejoramiento de variedades de trigo. Estos materiales fueron previamente
seleccionadas por la Dra. Nicol y Dra. Zaharieva en CIMMYT, utilizando como criterio general

la respuesta a nematodos enquistados de los cereales (Heterodera avenae).

53



Aunado a este procedimiento se hizo un ensayo durante ocho dias incluyendo solo algunas lineas
(cuadro 8), con la finalidad de determinar si la invasion inicial del nematodo a la raiz influye en .
la multiplicacién final del mismo. En base a las necesidades y propuestas de investigacion se han

planteado desarrollar los siguientes objetivos:
6.1.1 Objetivo general

Caracterizar diferentes materiales de trigo (Triticum aestivum) asi como de Aegilops geniculata

en base a la multiplicacion de Pratylenchus thornei.

6.1.2. Objetivos especificos

a) Determinar la penetracion inicial de P. thornei en lineas de comportamiento ya conocido con

la finalidad de ratificar o rectificar la multiplicacion final del nematodo en una segunda prueba.

b) Caracterizar diferentes materiales de trigo (Zriticum aestivum) asi como de Aegilops

geniculata en base a la multiplicacion de Pratylenchus thornei.
6.2. Materiales y métodos

Este experimento se realizé en invernadero (CIMMYT) utilizando la metodologia que se sefiala
en el capitulo III apartado 3.3. El 30 de octubre se puso a germinar la semilla de las lineas
consideradas y de los materiales de degilops geniculata, cuyas caracteristicas se sefialan en el
cuadro 9. El 6 de noviembre se realizo el trasplante a tubos de polietileno y cinco dias después se
montaron los dos experimentos, en el primero sélo se incluyeron seis lineas (cuadro 8) y en el
segundo se incluyeron los materiales de trigo, Aegilops geniculata y los testigos resistentes y
susceptibles (cuadro 9), ademads en esta misma fecha se llevo acabo la inoculacion. Esta se hizo
con nematodos cultivados monoxenicamente en rodajas de zanahoria. Con base a la experiencia
previa de la Dra. Julie Nicol se inocularon 400 nematodos por planta. El primer ensayo culminé
ocho dias después de haberse inoculado, fecha en que se extrajeron y tifieron las raices de trigo

como se sefiala en los apartados 3.4 y 3.6 del capitulo III, con la finalidad de determinar el
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numero de nematodos que invadieron la raiz en los primeros ocho dias. El segundo experimento
concluyd nueves semanas después de haberse inoculado, fecha en que se extrajeron las raices
como se sefiala en la metodologia del apartado 3.4 del capitulo III, en este caso se determino el

numero final de nematodos por raiz.

6.3 Experimento: Invasion inicial de P. thornei en variedades resistentes y susceptibles de

trigo,
Para el primer experimento se realizo un disefio experimental completamente al azar con tres
repeticiones cuya organizacion se detalla en el cuadro 8.

Cuadro 8. Caracteristicas de los materiales evaluados en el experimento invasion inicial de P. thornei en lineas
resistentes y susceptibles de trigo.

GERMOPLASMA CID | SID RESPUESTA ]
A P. thornei
302-5 221383} O Moderadamente Susceptible
Goldmark (Cre 1) 167910 0O Moderadamente Resistente.
(2-49).3 377152 2 Susceptible
AUS4930-12.1 (white+awn4) (JN) 390521 | -44 Moderadamente Resistente
GS50a T34.8 rep 2 (JT) 390520 | 18 Mederadamente Resistente
SNI//CAR422/ANA/3/KAUZ*2/TRAP//KAUZ 160296 | 271 Moderadamente Susceptible

CID: IDENTIFICACION DE CURZA, SID: IDENTIFICACION DE SELECCION

Las variables respuesta que se midieron en el experimento invasion inicial del P. thornei a la raiz
fueron, nimero de nematodos y numero de huevecillos por raiz. La determinacion se hizo a los
ocho dias observando las raices previamente tefiidas, a través del microscopio de diseccion
(Apartado 3.4 y 3.6 del capitulo III).

6.3.1 Resultados.

a) Niimero de nematodos y numero de huevecillos por raiz

De acuerdo al anilisis de varianza, existen diferencias significativas entre las primeras 6 lineas

evaluadas para las dos variables (cuadro 9).
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Cuadro 9. Andlisis de varianza para las variables mimero de nematodos y niimero de huevecillos por raiz de
las lineas implicitas en el experimento invasién inicial de P. thornei en variedades resistentes y susceptibles de
trigo.

LINEAS Pr > F (No. de nematodos) Pr > F (No. de huevecillos)

SIN/CAR422/ANABIKAUZ*2/ITRAPIHIKAUZ 0.0001* 0.0007*
GS50a T34.8 rep 2 (JT)

AUS49305.1 (black-awnt) (JN)

(2-49).3

Goldmark (Cre 1)

302-5

*existen diferencias significativas

Se realizd una comparacion de medias segin Tukey por las diferencias significativas entre las

lineas evaluadas, los resultados se muestran en la figuras 14 y 15.

E:

7]

s 1: SNI/CAR422/ANA/3/KAUZ*2/TRAP/KAUZ (MS)
o 2: (2-49).3 (5)

S 3: 302-5 (MS)

i 4: Goldmark (Cre 1) (MR)

- 5: GS50a T34.8 rep 2 (JT) (MR)

6: AUS4930-12.1 (white+awnd) (JN) (MR)

Figura 14. Comparacién de medias segiin prueba de Tukey para las lineas evaluadas con una diferencia

minima significativa de 52.065, de la variable mimero de nematodos por raiz en el experimente invasion

inicial de P. thornei en variedades resistentes y susceptibles de trigo. (MS=Moderadamente susceptible,
S=Susceptible, R=Resistente, MR=Moderadamente resistente)

56



N
- 200
QE
@ 150
“
5 100
l-g 50 1: SNI/CAR422/ANA/3/KAUZ*2/TRAP/KAUZ (MS)
B 2: (2-49).3 (S)
T 0 3: 302-5 (MS)
1 2 3’ A 5 6 4: Goldmark (Cre 1) (MR)
LINEAS 5: GS50a T34.8 rep 2 (JT) (MR)
6: AUS4936-12.1 (white+awnd) (JN) (MR)

Figura 15. Comparacion de medias segiin prueba de Tukey para las lineas evaluadas con una diferencia

minima significativa de 93.678, de la variable nimero de huevecillos por raiz en el experimente invasién

inicial de P. thornei en variedades resistentes y susceptibles de trigo. (MS=Moderadamente susceptible,
S=Susceptible, R=Resistente, MR=Moderadamente resistente)

6.3.2 Discusion

En el primer experimento las lineas SNI/CAR422/ANA/3/KAUZ*2/TRAP//KAUZ
(moderadamente susceptible), 302-5 (moderadamente susceptible) y (2-49).3 (susceptible),
estadisticamente se ubicaron en los niveles mas altos del nimero de nematodos por raiz y no
mostraron diferencias entre ellas. Se sabe que la tasa de penetracion en variedades de trigo
resistente y susceptible en la mayoria de las veces es la misma y la reproduccién de los
nematodos se retraza o delimita solo en plantas de trigo resistentes (Thaeri, 1996). Hay algunos
casos donde las larvas fallan en penetrar plantas resistentes u otros donde secreciones de la raiz
son toxicas para los nematodos (Southey, 1978) o bien plantas resistentes y susceptibles pueden
ser igualmente invadidas por los nematodos sin embargo, las plantas resultan con mayor nimero
de larvas (Cook, 1974). Trudgill (1991) menciona que los tejidos gruesos de la cubierta exterior
de algunas plantas son una barrera ante la posible invasion de nematodos endoparasitos como F.
thornei. En este experimento podemos deducir que posiblemente la corteza de las raices es muy
blanda lo cual permitié una fécil invasién del nematodo (figura 14). Ademas se pudo ver que en
estos materiales se dan las condiciones optimas para la reproduccién del nematodo, pues si las
comparamos con los valores de la multiplicacion final en el segundo experimento, ésta se
increment6 ubicandolos dentro de los grupos susceptibles y moderadamente susceptibles a #.
thornei (cuadro 11). Respecto al nimero de huevecillos ratificamos el comportamiento de las

lineas, ya que los niveles mas altos los encontramos en estos mismos materiales (figura 15), lo
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cual finalmente da origen a una tasa de multiplicacién mas alta. Por otro lado las lineas Goldmark
(Cre 1) (moderadamente resistente), GS50a T34.8 rep 2 (JT) (moderadamente resistente) y
AUS4930-5.1 (barbas negrasl) (JN) (moderadamente resistente) se ubican en los niveles mas
bajos del nimero de nematodos y huevecillos por raiz; de esta forma al haber pocos nematodos,
asi como un namero menor de huevecillos, la multiplicacion serd menor. Lo anterior es aplicable
solamente en los casos AUS4930 5.1 y GS50a (figura 14 y cuadro 11). Cabe sefialar que en el
capitulo V de esta investigacion se relaciono la accién del mecanismo de resistencia a P. thornei
después de la penetracion, donde las plantas resistentes obstruyen considerablemente el
crecimiento del nematodo y asi mismo su capacidad reproductiva (mediante las variables

repuesta largo y ancho del nematodo y numero de huevecillos).

Comparando los resultados de éste experimento con el ensayo indicado en la seccion 5.2, donde
también se mide la penetracion a los ocho dias después de haber inoculado, confirmamos una
mayor penetracion, habiendo inoculado con especimenes J2, J3 y adultos y no con huevecillos
como se hizo en dicho ensayo, la invasion del nematodo fue relativamente mayor, ya que en los

dos casos se experimentd con variedades resistentes y susceptibles.
6.4 Experimento: Multiplicacion de P. thornei en T. aestivum y A. Geniculata

En este experimento, “Caracterizacion de la resistencia presente en diferentes materiales de trigo
(Triticum aestivum) y Aegilops geniculata basado en la multiplicacion de P. thornei”, se utilizd
un disefio experimental de bloques completamente al azar con 12 repeticiones. Los materiales
evaluados tanto de trigo como de Aegilops geniculata se sefialan en el cuadro 11. La variable
respuesta que se midi6 fue nimero de nematodos por raiz y la extraccion de nematodos se hizo en
ocho etapas por la capacidad del nebulizador; los nematodos se contaron observando las muestras

a través del microscopio de diseccion.

Con la ayuda del programa estadistico SAS para Windows (SAS Institute, 1998) se realizé un
analisis de varianza y un analisis logaritmico, el cual no mejoro los resultados respecto al analisis
original. Se trabajo con la salida del ANOVA original y se realizo una comparacion de medias

segun Tukey para determinar las posibles diferencias estadisticas entre los materiales evaluados.
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6.4.1 Resultados

a) Niumero de nematodos por raiz

De acuerdo al ANOVA realizado, los resultados indican que existe diferencias altamente

significativas en los diferentes materiales evaluados (cuadro 10).

Cuadro 10. Anilisis de varianza para las variables nimero de nematodos por raiz de las lineas implicitas en el
experimento multiplicacion de P. thornei en T. aestivum y Aegilops geniculata.

Fuente  Descripcion (ver cuadro 10) Pr>F
A Lineas: 1,2,3,4,S................... P — 65 0.0001*

*existen diferencias significativas

Dados los resultados en el analisis de varianza se hizo necesaria una comparaciéon de medias
segun Duncan (con o= 0.05). El cuadro 11 muestra a detalle el comportamiento de cada material
evaluado, como se agrupan las lineas respecto a los testigos susceptibles y/o resistentes. De igual
manera se puede observar el comportamiento de las diferentes selecciones de Aegilops

geniculata.
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Cuadro 11. Agrupacion de medias de los materiales de trigo y Ae. geniculata segin Duncan en el experimento
multiplicacion de P. thornei para la caracterizacién de germoplasma de 7. aestivum y Ae. geniculata.

NEM/PL
GERMOPLASMA OTROS PATOGENOS  (MEDIA) CLASIF:

CROC_1/Ae.squarrosa (205)/IKAUZ EFBCI 1990.08 S
GSS0A T37.10 Rep 3 (JT) NLR1MFE2 1971.75 S
ALTAR 84/ Ae.squarrosa (221)//3*'BORLSS BPRI 1946.41 S
COafEebosscERY. aiahas - et T s
Batevia.3 (TESTIGO SUSCEPTIBLE) BSTMFE2 1684.25 S
240 FG3MFE1, EFBCI 1669.16 S
MZ 149 (Ae. geniculata) RBYDV, RSM 1211.58 S
WUH1/VEE#5//CRBD NLR1MFE1 1209.16 S
gaﬁ?’ORINKSNﬂBU Ae.squarrosa (222) CASS94Y000095-51PR-2B- BS1MFES3, BFCI 1197.25 (2
AUS4930-12.1 (white+tawnd) (JN) NLR6MFE2 1194.33 S
1S¢BUF/3/BCN/ICETAI Ae.squarrosa (895) CASS94Y00043S-5PR-2B-H- BSZMFE3, FGSMMFe3, BPRI 1154 41 s
MZ124 (Ae. geniculata) RCCN,RSM 1152.33 S
MZ20 (Ae. geniculata) RBYDV, RRT 1124.83 S
Ning Mai 96040 CBSMEZ2HR Y99-00 #20 BS2MFE4, BBCI 1071.16 S
AUS4830- 65 (black-awn2) (JN) NLR3MFE2 1034.58 S
MZ1 (Ae. geniculata) RCCN, RRA 1004 S
VM 272 RRT, RRH 994 .58 S
$unco.2 (TESTIGO SUSCEPTIBLE) FG2MFE2,BFCI 990.83 S
MZ91 (Ae. geniculata) RCCN, RRA, RSI 980.75 S
MZ79 (Ae. geniculata) RCCN, RRH, RRA, RSM 964 .5 S
VK 237 RRT, RRH 948.33 S
TSI/ VEE#5//KAUZ NLRSMFES 931.25 S
3025 FG1MFE3 873.66 MS
4930-14.5 RS2 (black+awn2) (JN) NLR14MFE2 847.16 MS
SABUF/7/ALTAR 84/ Ae.squarrosa (224)//YACO/6/CROC_1/

Ae.squarrosa RH, EFBCI

(205)/5/BR12*3/4/1AS55* 4/C 1141 23/3/1AS55* 4EG, AUS/IASSS*4/ALD 825.33 MS
Goldmark (Cre 1) FG3MFE2, BS2MFE2, BPRI, SNLR  806.25 MS
AUS4930-135 (black+awn1) (JN) NLR2MFE2 802 MS
THB/KEA//2*CLC89 NLR3MFE1 785.75 MS
MZ77 (Ae. geniculata) RCCN, RRH, RSI 774.08 MS
PRINIA/WEAVER//STAR/3/WEAVER NLR12MFE4 765.25 MS
QT4118 FGAMFES3, EFBC 764.75 MS
Ning Mai 6415.16 CBSME2HR Y99-00 #15 BS1MFE4, BPRI 750.08 MS
MZ67 (Ae. geniculata) RCCN, RSl 735.66 MS
S9ORneHS1.7#84 730.16 MS
MZ39 (Ae. geniculata) RRA, RRH 699.75 Ms
YAV7Q//DACK/RABI/3/SNIPE/4/ Ae.squarrosa (460) RF, EFBCI 697.58 MS
SNI/CAR422/ANAB/KAUZ*2/TRAP/IKAUZ NLR2MFE1, BS3MFE1, RNLR 692.5 MS
CROC_1/ Ae.squarrasa (224)//OPATA NLR1MFES 671.41 MS
MZ116 (Ae. geniculata) RCCN, RSM 663.33 MS
MZ63 (Ae. geniculata) RCCN, RSI 658 MS
BARBET! NLR1SMFE4 636.75 MS
MZ21 (Ae. geniculata) RCCN, RBYDB, RRT RSM 6827.75 MS
84.40023/WEAVER//BORL95 NLR1OMFE4 576.25 MS
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MR: Moderadamente Resistente

RCCN: R a o quistados de

RRH: Resistente a roya de Ia hoja

RRT: Resistente a roya del tallo

RRA: Resistente a reya de amaritia

RSI: Resistente a sequia intensa

RSM: Resistente a sequia moderada

RBYDV; Resi al virus del amarilio

RH: Resistente a Helmintosporium

RF: Resistente 2 Fusarium

SNLR: ptible a dos lesionadk de Ia raiz
FG3MFE2: La 3ra mejor fuente a F. graminearum en exp. 2
FG1MFE3: La 1ra mejor fuente a F. graminearum en exp. 3
FG2MFE2: La 2da mejor fuente a F. graminearium en exp. 2
FGS5MFEJ: La 5ta mejor fuente a F. graminearum en exp. 3

6.4.2 Discusion

NLRIMFE2: La 3ra mejor fuente a NLR en exp. 1

ENLR: Resistente contra nematodos lesionadores de Ia raiz
NLR3MFE1: La 3ra mejor fuente a NLR en exp. 1
NLR2MFE2: La 2da mejor fuente a NLR en exp. 2
NLR14MFE2: La 14va mejor fuente aNLR en exp. 2
NLRSMFES: La 5ta mejor fuente a NLR en exp. 5
NLR3MFE2: La 3ra mejor fuente a NLR en exp. 2
NLR6MFE2: La 6ta mejor fuente 2 NLR en exp. 2
NLRIMFE1; La 1ra mejor fucnte aNLR en exp, 1
NLR2MFE1: La 2da mejor fuente a NLR en exp. 1
NLR1IMFES: La 1ra mejor faente 2 NLR on ¢xp. 5
FG3MFE1L; La 3ra mejor fuente a F. graminearsm en exp. 1
FGIMFE2: La 1ra mejor fuente a F. gramineariun en exp. 2
NLRI1SMFEA4: La 3ra mejor fuente 2 NLR ea exp. 1
NLR12MFE4: La 3ra mejor fuente a NLR en exp. 1
BS3IMFE1: La 3ra mejor faente a Bipolaris en exp. 1

V1 18475 MRRT, RRH, RPTPN 571 MS
FRAME 570.16 MS
SHE-83 DOY1/Ae. SQ (458) CIGMO2, 1727 FG2MFE3, BPRCI 555 MS
CROC_1/ Ae.squarrosa (224)//OPATA NLR2MFES 552.25 MS
QT B343 (TESTIGO MODERADAMENTE RESISTENTE) 544 .33 MR
MZ61 (Ae. geniculata) ’ RCCN, RRT, RRH, RRA 480,41 MR
AUS4830 6.14 (black-awn2) (JN) NLR7MFE2 475.08 MR
CROC_1/ Ae.squarrosa (224)//OPATA NLR4MFES 468.91 MR
MZ96 (Ae. geniculata) RCCN, RRT, RRH, RRA, RS 434 .91 MR
QT 9048 (TESTIGO MODERADAMENTE RESISTENTE) 4135 MR
MZ10 (Ae. geniculata) ' RCCN, RRT, RRH, RRA, RSM 408 MR
Qggﬁﬁ#é)black—awm ) (JN) (TESTIGO MODERADAMENTE NLR1OMFE2, RNLR 404 41 MR
ALTAR 84/ Ae.squarrosa //2*OPATA NLR3MFES 402.75 MR
BH1146*3/ALD//BUC/3/BAU (MBHRWYT #. MXI 98-99in BV) FG2MFE1, BPRCI 365.75 MR
T.TAU.83.2.30 340.33 MR
MZ144 (Ae. geniculata) RRT, RRH, RSM 322 MR
90RneHS1.7#16 303.33 MR
QT6258 - do not know pedigree } NLRSMFE2 285.83 MR
GS50a T34.8 rep 2 (4T) (TESTIGO MODERADAMENTE RESISTENTE) NLRBMFE2, RNLR 285.75 MR
TAM 930442 durum ' ' o NLR17MFE2 273.08 MR
GSS0a T41.1rep 1 (JT) NLROMFE2 270.25 MR
RR350 (Iraq 12) NLRAMFE2 215.66 MR

S: Susceptible EFBC; Excelente vs. Fusarium y Bipolaris en campo BS3MFE2: La 3ra mejor fuente a Bipolaris en exp. 2

MS: Moderadamente Susceptible EFBCI: Excelente vs. Fusarium y Bipolaris en campo ¢ invern.  BSIMFE2: La 1ra mejor fuente a Bipolaris en exp. 2

BSIMFE3: La 1ra mejor fuente a Bipolaris en exp. 3
BS2MFE3: L3 2da mejor fuente a Bipolaris en exp. 3
BS2MFEA4: La 2da mejor fuente a Bipolaris en exp- 4
BS2ZMFE2: La 2da mejor fuente a Bipolaris en exp. 2
BS1MFE4: La 1ra mejor fuente a Bipolaris en exp- 4
BPRI: Buena vs. pudriciones de la raiz en invern.
BFCT: Buena vs. Fusarium en campo e invernadero
BBCI: Buena vs. Bipolaris en campo e invernadero
NLR: Nematodos lesionadores de Ia raiz

Respecto al segundo experimento (cuadro 11) se observa el comportamiento de cada uno de los

materiales evaluados respecto a los testigos incluidos. Los valores van desde 215 nematodos/ raiz

correspondientes a las lineas con menor multiplicacién, hasta 1990 en las lineas con el mayor

indice. Como se recordara se inocul6 una mezcla de diferentes estadios de 400 nematodos/planta,

lo cual también puede ser un parametro de ayuda para definir, el comportamiento de las lineas. Es
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importante comentar que el rango de penetracion inicial (primer experimento) fue de 3 % (12
nemas) a 24 % (96 nemas), en promedio 15 % (60 nemas). De acuerdo al comportamiento de
cada ejemplar y con base al parametro dado por cada testigo los materiales se caracterizaron
como moderadamente resistentes, moderadamente susceptibles y susceptibles a P. thornei

(cuadro 11).

Se han catalogado como moderadamente resistentes a P. thornei a los materiales comprendidos
entre 215 a 544 nematodos por raiz (AUS4930 6.14, CROC_1/4e. squarrosa(224)//OPATA,
ALTAR 84/AE. squarrosa/2*OPATA, BH1146*3/ALD//BUC/3/BAU, T.TAU.83.80,
90RneHS1.7#16, QT6258, GSSA T41, TAMD 930442 DURUM y RR350: ver cuadro 11), pues
es un rango que comprende el valor mas bajo en el experimento y el valor mas alto dado por uno
de los testigos con resistencia al nematodo (QT 8343). En este caso la resistencia puede estar
condicionada por varios factores internos y externos que influyen para reducir el grado de
infeccion. En algunas ocasiones las plantas poseen una resistencia natural por medio de
sustancias que son repelentes, toxicas e inhibitorias al nematodo (Cepeda 1996). La
hipersensibilidad, algunos reguladores de crecimiento, las fitoalexinas y ciertos aminoacidos
juegan un papel muy importante dentro de los mecanismos de resistencia a patogenos por plantas.
Recordemos que los mecanismos de resistencia en trigo no son muy claros, por ello en este caso
lo mas recomendable es realizar un estricto estudio sobre los mecanismos implicitos en la

resistencia de estos materiales.

Materiales como AUS4930 5.1 y GS50a muestran un grado de resistencia que se manifiesta
impidiendo la entrada de los nematodos (j2, j3 y adultos) (figura 14) y obstruyendo la
reproduccion del nematodo que finalmente se manifiesta en la reduccion de la poblacion de los
mismos (figura 15), los materiales que finalmente se definen como moderadamente resistente,
quiza hayan tenido el mismo comportamiento que los testigos que se indican; éstos ultimos en el
primer ensayo dejan ver una reduccion en la producciéon de huevecillos lo cual indica una baja

multiplicacion en los materiales.

Es sumamente interesante resaltar que los materiales evaluados poseen resistencia a una serie de

patogenos (cuadro 11), excluyendo P. thornei, motivo por el cual en esta ocasion fueron
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sometidos a una inoculaciéon con el nematodo, el objetivo final es determinar materiales con la
capacidad de resistencia a distintas enfermedades, los cuales serian la mejor opcion para ser

cultivados comercialmente o bien para emplearlos en mejoramiento genético,

Por otra parte es importante comentar que muchos de los materiales evaluados portan resistencia
a enfermedades relacionadas comiinmente a la presencia de P. thornei, enfermedades como
Fusarium y resistencia a sequia; el cuadro 11 muestra los ejemplares que aparte de ser resistentes

a estas enfermedades también lo son a P. thornei.

Algunos materiales evaluados poseen el gen Crel, el cual da resistencia a nematodos enquistados
(H. Avenae: RCCN en cuadro 11), pero podemos detectar que en este caso no hay una relacion
directa con la resistencia a P. thornei, recordemos que son dos especies de biologia totalmente
distinta, H. avengae es un nematodos sedentario y P. thornei es migratorio, lo cual puede ser causa
de una respuesta distinta al mecanismo de resistencia atribuido a Crel. Sin embargo seria muy
importante poner atencion en lineas como T.TAU.83.2.30, la cual posee el gen Cre3 que da
resistencia al patotipo Hal3 (H. avenae) de Australia, asi mismo la linea 9O0RNeHS1.7#16 que
resulto ser resistente a poblaciones de H. avenae en Francia; pues de acuerdo a este experimento
(cuadro 11) también muestran una respuesta de resistencia moderada a P. thornei. Estamos
hablando de una fuente de resistencia diferente, que quizd también tenga efecto en P. thornei,

como la que posee AUS4930,

Los materiales de Aegilops geniculata que resultan con el menor indice de multiplicacion son:
MZ61 (Tunisia), MZ96 (Chipre), MZ10 (Bélgica) y MZ144 (ltalia). Investigaciones sobre
Aegilops geniculata muestran las bondades de esta especie como fuente de resistencia a
patogenos de trigo (Romero et al., 1998; Zaharieva, ef al. 2000). De esta forma se determino que
estos materiales son los mas indicados para realizar cruzas con trigo para trasmitir la resistencia a
P.  thornei. Actualmente la Dra, Maria Zaharieva, investigador del CIMMYT, ha creado
anfiploides de la cruza de estos materiales con trigo duro (Kucuk y Sooty 9/Rascon37) y trigo
harinero (Baviacora y Prinia), los cuales son de alto rendimiento y susceptibles a P. thornei,

esperando obtener una transferencia de la resistencia al germoplasma de alto rendimiento.
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6.5 Conclusiones

a)

b)

En las lineas: SNI/CAR422/ANA/3/KAUZ*2/TRAP//KAUZ (moderadamente
susceptible), 302-5 (moderadamente susceptible), (2-49).3 (susceptible), GS50a T34.8
rep 2 (JT) (moderadamente resistente) y AUS4930-5.1 (black-awnl) (IN)
(moderadamente resistente), la multiplicacion final es directamente proporcional a la

invasion inicial de P. thornei.

En los primeros 8 dias de incubacion, las variedades resistentes: AUS4930 5.1 y GS50a
reducen la entrada de P. thornei a la raiz, lo cual tiene repercusion directa en una pobre

multiplicacion del nematodo en la planta.

Las mejores lineas de trigo, ante el comportamiento de P. thornei son. AUS4930 6.14,
CROC_1/4e.  squarrosa(224)//OPATA, ALTAR 84/AE. squarrosa/2*QPATA,
BH1146*3/ALD//BUC/3/BAU, T.TAU.83.80, 90RneHS1.7#16, QT6258, GS5A T41,
TAMD 930442 DURUM y RR350 (Iraqg. 12).

Los ejemplares MZ61, MZ96, MZ10 y MZ144 de Aegilops geniculata fueron

caracterizados como fuente de resistencia a P. thornei la cual puede ser transferida a trigo

de alto rendimiento susceptible al nematodo.
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CAPITULO VII POSIBILIDAD DEL CONTROL GENETICO DE P. thornei CON UNA
POBLACION DE HAPLOIDES DOBLADOS DERIVADAS DEL CRUZAMIENTO DE
LAS VARIEDADES AUS4930 5.1 * SPEAR

7.1 Introduccion

La creacion de variedades con resistencia a las enfermedades mas destructoras figura entre las
contribuciones mas importantes al mejoramiento de trigo. El uso de variedades resistentes reduce
considerablemente los- costos de produccion, lo que se transforma en un ahorro, que con el
control directo no seria posible, asi el uso de hibridos o lineas vegetales resistentes es la mejor

opcion para reducir las pérdidas de rendimiento causadas por nematodos, y a costos muy bajos.

Como se comento en el apartado 2,10 del capitulo II la resistencia heredada se ha encontrado en
diversas variedades de especies cultivadas, asi como también el modo de trasmitir el caracter de
resistencia a plantas susceptibles, por medio de hibridacién o cruzas reciprocas. La resistencia
puede estar dada por un gen (monogénica) o por un grupo de genes (poli génica) ademas el
hecho de manifestarse en condiciones homocigéticas recesivas limita mucho el que se pueda
heredar resistencia a plantas susceptibles (Cepeda, 1996).

Actualmente, la resistencia heredable a nematodos ha sido incorporada a muchos cultivos,
incluyendo cereales, forrajes, hortalizas, frutales, ornamentales, tabaco, algodon y soya. EL caso
que nos ocupa, la herencia de plantas resistentes a P. thornei, puede ser simple debido a un gen

simple (dominante o recesivo), o compleja controlado por muchos genes (Bingefors, 1982).

La cruza entre trigo (Iriticum aestivum) y maiz es un medio efectivo en la produccion de trigos
poliapoides. La polinizacién con maiz aunado a un tratamiento posterior con 2-4D da como
resultado un embrion de trigo inmaduro capaz de generar una planta haploide, los cromosomas
del maiz son eliminados por el efecto del medio artificial, La planta haploide resultante se somete
a un tratamiento de doblamiento (colchicina) para obtener los haploides doblados. La aplicacion
del procedimiento de la haploidia es util en programas de fitomejoramiento, andlisis genético,
mapeo cromosomico y en programas de cruzas amplias (Mujeeb-Kazi, 1998).
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El trigo AUS4930 5.1 provee resistencia a P. thornei y a 13 patotipos australianos de Heferodera
avenae (Nicol y Rivoal 2001), sin embargo los mecanismos y/o genética de resistencia no son
muy claros, por esta razon, en la presente investigacion se ha evaluado una poblacion de
haploides doblados derivada del cruzamiento de la F1 de AUS4930 5.1* SPEAR con maiz. La
finalidad especifica de este experimento es seleccionar las lineas que hayan heredado el caracter
resistente, asi como determinar el numero minimo de genes implicitos en la resistencia a
Pratylenchus thornei del progenitor AUS4930 5.1. Para lograr lo antes sefialado se planted

desarrollar el siguiente objetivo:
7.1.1 Objetivos

Estudiar la resistencia presente en la linea AUS4930 5.1 a partir de una poblacion de haploides
doblados.

7.2 Materiales y métodos
a) Condiciones y localizacion del experimento.

El experimento se llevo a cabo en invernadero (CIMMYT), La metodologia que se usé se detalla.
en el capitulo III apartado 3.3, El 27 de enero del 2001 se pusieron a germinar las semillas de las
lineas y variedades evaluadas (capitulo III, seccion. 3.3). Cinco dias més tarde se llevé a cabo el
trasplante de plantulas a los tubos de polietileno (capitulo II, seccion 3.3b), se efectué el montaje
del experimento y posteriormente se llevo a cabo la inoculacion. El inéculo se extrajo de cultivos
monoxénicos en discos de zanahoria. Se inocularon 400 nematodos por planta en 1 ml de agua.
El experimento duré alrededor de 7 semanas a partir de la inoculacion y durante este periodo se
realizaron riegos ligeros cada tercer dia; Se hizo una aplicacion de pirimor a razén de 2 g/ 1 de
agua contra afidos, La temperatura en el invernadero fue de 20 °C en el dia y 15 °C durante la

noche.



Ademas de incluir los progenitores de la cruza (AUS4930 5.1 y Spear) se evaluaron otras lineas

susceptibles a P. tharnei que sirvieron como referencia adicional para determinar el

comportamiento en los haploides doblados (cuadro 12).
Se utilizé un disefio experimental factorial en bloques completamente al azar con 8 repeticiones.

Cuadro 12. Organizacion del experimento: Posibilidad del control genético de P. thornei con una poblacién de
haploides doblades derivados del cruzamiento de las variedades AUS4930 5.1*SPEAR.

TRAT GERMOPLASMA NEM/UE REPETICIONES NEMATODOS
INOCULADOS
1...48 AUS4930.51*SPEAR 400 8%48 19200
49 AUS49305.1 * 400 8 3200
50 AUS49305.1 * 400 8 3200
51 AUS4930 5.1 * 400 8 3200
52 AUS49305.1 * 400 8 3200
53 SPEAR ** 400 8 3200
54 SPEAR ** 400 8 3200
55 SPEAR ** 400 8 3200
56 SPEAR ** 400 8 3200
57 MACHETE *** 400 8 3200
58 MACHETE *** 400 8 3200
59 GATCHER **** 400 8 3200
60 GATCHER **** 400 8 3200
TOTAL 176000 nemas
* Progenitor resistente *#n Testigo susceptible
** Progenitor susceptible **%* Testigo susceptible

La variable respuesta fue: nimero de nematodos por planta. El experimento concluyo 9 semanas

después de la inoculacion (capitulo III, seccién 3.3).

Las raices se lavaron y la extraccion de nematodos se hizo en cinco etapas, dada la capacidad del
nebulizador, la duracion de extraccion por etapa durd tres dias, en cada ocasion al tercer dia se
hizo la recoleccion de nematodos (capitulo III, seccion 3.3) y se procedi6 al conteo (capitulo I,
seccidon 3.2).
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b) Analisis estadistico

El anilisis estadistico se realizé con la ayuda del programa SAS para Windows (SAS Institute,
1998). Se realizaron analisis de varianza y asi se determinaron las posibles diferencias en el
comportamiento del nematodo en cada una de lineas y variedades experimentadas. También se
realizo un analisis de logaritmico, sin embargo las salidas no mejoran los resultados respecto al

andlisis original.

La heredabilidad se determiné con los resultados arrojados por el analisis de varianza y con la
ayuda del método de Singh y Chaudhary (Singh y Rajaram, 1995):

La formula que se aplica es la siguiente;

h = o’g/c’p

donde:

h = es la heredabilidad

o’g = la varianza genética y se calcula: °g = (6°L - 6°E)/r, siendo:
o”L = la varianza de lineas y variedades evaluadas

o’E = la varianza del error

r = numero de repeticiones

o’p = la varianza genética mas la varianza del error: (c°g + 6°E)

Por otra parte, también se determiné el nimero minimo de genes que controlan la resistencia a ».
thornei con el método de Wright con modificaciones de Cockerman (Singh y Rajaram, 1995). La

formula modificada es:

n = (GR)*/4.27c%g

donde:

n = es el niimero minimo de genes efectivos

GR = rango genotipico (es ¢l rango de las medias de las lineas)

o’g = la varianza genética de las lineas evaluadas
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7.3 Resultados

a) ANOVA

El analisis de varianza obtenido para la variable nimero de nematodos se muestra en el cuadro
13. Las lineas evaluadas fueron estadisticamente diferentes, por lo cual se asume que existe
comportamiento diferente en la poblacion en cuanto a la resistencia al nematodo.
Estadisticamente no se observan diferencias significativas por el efecto de bloques, sin embargo
biologicamente puede existir efecto, ya que el nivel 0.0588 de Pr>F no rebasa considerablemente
al nivel de alpha de 0.05 (cuadro 13).

Cuadro 13. Anilisis de varianza de la variable nimero de nematodos en- el experimento: Posibilidad del
control genético de P. thornei con una poblacion de haploides doblades derivades del cruzamiento de las
variedades AUS4930 5.1*SPEAR.

FV GL SC M Fcal Pr>F
BLOQUE 7 487665.88 69666.55 L7 0.0588
VARIEDAD 54 96209981.10  178166.32 5.03 0.0001*
ERROR 378 13400457.37 35450.99
TOTAL 439 23509122.35

*existen diferencias estadisticamente significativas
b) Comparacion de medias

En el cuadro 14 se sefiala la caracterizacion de la resistencia de las lineas evaluadas con respecto
a los progenitores. Al respecto se pueden hacer varias agrupaciones de acuerdo a los niveles de

tukey (383.4) y a los testigos resistentes y susceptibles,

Cuadro 14. Comparacion de medias segiin Tukey de la variable nimero de nematodos por material evaluado,
con una diferencia minima significativa de 383.4, en el experimento: Posibilidad del control genético de P.
thornei con una poblacién de haploides doblados derivados del cruzamiento de las variedades AUS4930
S.1*SPEAR.

VARIEDAD NOMENCLATURA (TRIGO) MEDIA GRUPO RESPUESTA A P. thornei
43 LINEA DH 84.75 E RESISTENTE
30 LINEA DH 111.63 E RESISTENTE
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Continuacion...

46 LINEA DH 121 E RESISTENTE

47 LINEA DH 12638 E RESISTENTE

25 LINEA DH 13025 E RESISTENTE

3 LINEA DH 130.88 E RESISTENTE

1 LINEA DH 138.38 ED RESISTENTE

32 LINEA DH 152.13 ED RESISTENTE

40 LINEA DH 155.88 ED RESISTENTE

10 LINEA DH 157.25 ED RESISTENTE.

9 LINEA DH 158.88 ED RESISTENTE

35 LINEA DH 163.13 ED RESISTENTE

45 LINEA DH 167.13 EDC RESISTENTE

11 LINEA DH 171.75 EDC RESISTENTE

26 LINEA DH 1725 EDC RESISTENTE

13 LINEA DH 184.75 EDC RESISTENTE

23 LINEA DH 1855 EDC RESISTENTE

50 AUS4930 5.1 (resistente) 186 EDC RESISTENTE

51 AUS4930 5.1 (resistente) 186.88 EDC RESISTENTE

28 LINEA DH 192.63 EDC RESISTENTE

24 LINEA DH 196.75 EDC RESISTENTE

2 LINEA DH 201.38 EDC RESISTENTE

52 AUS4930 5.1 (resistente) 201.88 EDC RESISTENTE

14 LINEA DH 2055 EDC RESISTENTE

49 AUS4930 5.1 (resistente) 20863 EDC RESISTENTE

18 LINEA DH 226.13 EDC MODERADAMENTE-RESISTENTE
17 LINEA DH 226.88 EDC MODERADAMENTE RESISTENTE
6 LINEA DH 22913 EDC MQDERADAMENTE RESISTENTE
19 LINEA DH 23463 EDC MODERADAMENTE RESISTENTE
15 LINEA DH 24538 EDC MODERADAMENTE RESISTENTE
21 LINEA DH 246.25 EDC MODERADAMENTE RESISTENTE
34 LINEA DH 250.88 EDC MQDERADAMENTE RESISTENTE
31 LINEA DH 26363 EDC MODERADAMENTE RESISTENTE
7 LINEA DH 26425 EDC MODERADAMENTE RESISTENTE
33 LINEA DH 27225 EDC MODERADAMENTE RESISTENTE
8 LINEA DH 281.38 EDCB MODERADAMENTE SUSCEPTIBLE
38 LINEA DH 286.63 EDCB MODERADAMENTE SUSCEPTIBLE
27 LINEA DH 207.75 EDCB MODERADAMENTE SUSCEPTIBLE
37 LINEA DH 3005 EDCB MODERADAMENTE SUSCEPTIBLE
12 LINEA DH 301.25 EDCB MQDERADAMENTE SUSCEPTIBLE
48 LINEA DH 30363 EDCB MODERADAMENTE SUSCEPTIBLE
5 LINEA DH 306 EDCB MODERADAMENTE SUSCEPTIBLE
42 LINEA DH 307.38 EDCB MODERADAMENTE SUSCEPTIBLE
29 LINEA DH 309.13 EDCB MODERADAMENTE SUSCEPTIBLE
41 LINEA DH 3585 EDCB MODERADAMENTE SUSCEPTIBLE
4 LINEA DH 37363 EDCB MODERADAMENTE SUSCEPTIBLE
53 SPEAR (susceptible) 41513 EDCB SUSCEPTIBLE

55 SPEAR (susceptible) 440.75 EDCB SUSCEPTIBLE

56 SPEAR (susceptible) 44338 EDCB SUSCEPTIBLE

54 SPEAR (susceptible) 44525 EDCB SUSCEPTIBLE

44 LINEA DH 548.63 CBA SUSCEPTIBLE

DH: haploide

doblado.
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c¢) Heredabilidad
De acuerdo a la metodologia propuesta para la evaluacion de la heredabilidad y con la ayuda de

un anglisis de varianza, se calculd del porcentaje de la resistencia heredada como se indica a

continuacion.
2
h = c’g/c’p

o’g = (178166.31675084-35450.99303752)/8 = 17839.41546
o’p = 17839.41546+35450.99303752 = 53290.40849

h = 17839.41546/53290.40849 = 0,33 (33 % de heredabilidad)
d ) Niuimero minimo de genes

De acuerdo a la formula de Cockerman modificada:

n = (GR)*/4.27c%g

GR = 548.63 [L44 DH]-84.75 [L43 DH]= 463.88

o’g = 17839.41546

n = [(463.88)*/(4.27*17839.41546) ][0.33] = 0.932 = 1 GEN

el numero de genes calculados es igual a 1,
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7.4 Discusion

Con base en los resultados obtenidos sabemos que hay diferente comportamiento en la poblacion
de haploide doblados respecto a P. thornei. En el Cuadro 14 se puede ver, cuales lineas son
estadisticamente iguales a la variedad susceptible (Spear) y a la variedad resistente (AUS4930
5.1). Por las agrupaciones que resultan en la comparacion de medias y por la similitud y/o
acercamiento con los testigos (resistentes y susceptible) catalogamos a cada uno de los haploides
doblados en: resistentes, moderadamente resistentes, moderadamente susceptibles y susceptibles
a P. thornei. De esta forma se obtuvieron veintitin haploides doblados resistentes (43 DH, 30 DH,
46 DH, 47 DH, 25 DH, 3 DH,1 DH, 32 DH, 40 DH, 10 DH, 9 DH, 35 DH, 45 DH, 11 DH, 26
DH, 13 DH, 23 DH, 28 DH, 24 DH, 2 DH, 14 DH); diez haploides doblados moderadamente
resistentes (18 DH, 17 DH, 6 DH, 19 DH, 15 DH, 21 DH, 34 DH, 31 DH, 7 DH y 33 DH), once
haploides doblados moderadamente susceptibles (8 DH, 38 DH, 27 DH, 37 DH, 12 DH, 48 DH, 5
DH, 42 DH, 29 DH, 41 DH, 4 DH) y uno susceptible (44 DH). De acuerdo con los resultados del
analisis de varianza no hay diferencias significativa entre los bloques, sin embargo podria existir
alguna diferencia biologicamente hablando, ya que el nivel de Pr > F (0.0588) no rebasa por
mucho el nivel de alpha (0.05), por lo cual se sugiere una repeticion de este experimento con la

finalidad de ratificar o rectificar estos resultados.

El nimero genes efectivos, que confieren la resistencia a P. thornei, es igual a 1, esto indica que
la resistencia a P. thornei por AUS4930 5.1 se controla monogénicamente, La mayoria de las
resistencias genéticas identificadas usadas en programas de fitomejoramiento son controladas por
un gen mayor dominante simple (O'Brien ef al., 1980; Sidhu y Webster, 1981). En Queensalnd
(Thompson, 1990) reporté que la resistencia de trigo a P. thornei es controlada por un gen
dominante simple. En este experimento se encuentra una heredabilidad baja (0.33), lo que indica
que el comportamiento de susceptibilidad y/o resistencia de los haploides doblados, se debe en un-
33 % a las caracteristicas heredadas por sus progenitores, el porcentaje restante fue influencia de

factores externos, una vez mas se sugiere que este experimento sea repetido,
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7.5 Conclusiones

a) Las lineas 43 DH, 30 DH, 46 DH, 47 DH, 25 DH, 3 DH,1 DH, 32 DH, 40 DH, 10 DH, 9
DH, 35 DH, 45 DH, 11 DH, 26 DH, 13 DH, 23 DH, 28 DH, 24 DH, 2 DH, 14 DH se

comportan como resistentes a P. thornei.

b) Las lineas 18 DH, 17 DH, 6 DH, 19 DH, 15 DH, 21 DH, 34 DH, 31 DH, 7 DHy 33 DH

se comportan como moderadamente resistentes a P. thornei.

c) Las lineas 8 DH, 38 DH, 27 DH, 37 DH, 12 DH, 48 DH, 5 DH, 42 DH, 29 DH, 41 DH, 4

DH se comportan como moderadamente susceptibles a P. thornei.

d) La linea 44 DH se comporta como susceptible a P. thornei.

e) La heredabilidad en la cruza AUS4930 5.1*SPEAR, que genera resistencia a P. thornei es
de 33 %.

f) La resistencia a P.thornei heredada por la cruza AUS4930 5.1*SPEAR a la poblacion de

haploides doblados esta controlada monogenicamente.
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