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Nematodo del Género Aphelenchoides asociado al cultivo de ajo en la

region Bajio en el Estado de Guanajuato, México.
Aguilar-Granados, AL Delgadillo-Sanchez, F.2; Marban-Mendoza, N.%; Silva-Rojas, H. V.4

Tesista de Maestria en Ciencia en Proteccion Vegetal-UACh; ZInvestigador Titular del
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Parasitologia Agricola-UACh; *Profesor Investigador Asociado del Colegio de Postgraduados-

Montecillo.

RESUMEN: En los ultimos seis afios en
el estado de Guanajuato se ha detectado
la presencia de Aphelenchoides spp. en
el cultivo de ajo. Ademas se cuenta con
poca informacién al respecto, por tal
motivo se plante6 identificar la especie
con caracteres morfométricos y
filogenéticamente, y determinar la
patogenicidad mediante los postulados de
Koch. Se realizaron muestreos en la
region bajio de Guanajuato, México. Los
nematodos fueron extraidos con la
técnica de incubacion, para la
caracterizacion morfométrica y/o
establecimiento de pruebas de
patogenicidad en ajo de la variedad
Singapur.

Aphelenchoides subtenuis fue aislado en
el 90% de las muestras. Sesenta dias
después de la inoculacién, en plantas
inoculadas con 10 000 nematodos se
pudo observar sintomas tales como
coloracién rosada a puarpura en el bulbo
seguida de una degradacion, en la parte
aérea se presentd una clorosis y secado
de las hojas basales. Dichos sintamos no
fueron tan marcados en las plantas con
100 y 1000 nematodos inoculados. El
control negativo no mostré sintomas, en
tanto el control positivo si mostro una
marcada pigmentacion y degradacién del
bulbo.

Palabras clave; Alliaceae, Allium sativum
L, Aphelenchoides subtenuis, ITS,
Nematodo, Patogenicidad, PCR.

ABSTRACT During the last six years or
so, in the state of Guanajuato, Mexico
garlic crops nematode of the genera
Aphelenchoides were founded with not
knowledge about its rol in the pink to
purple color in the bulb as primary
disease symptom. The work was done to
determine both the species name of
nematode associated to the above
symptoms and the role en the
pathogenicity following to the Koch's
postulates.

Garlic bulb samplings were conducted in
the Bajio region of Guanajuato, Mexico,
incubated in nest chambers for nematode
extraction, set and mounted for
morfometric studies and/or inoculations to

young seedlings to  demostrated
pathogenicity.

Aphelenchoides subtenuis was the main
nematode  associated with  above

symptoms in about 90 % of samples.
plants inoculated with 10 000 nematodes
(all stages) showed also chlorosis, bulb
degradation and drying of lower leaves.
Sixty day after inoculation pigmentation
and bulb degradation were more
corresponding in these plants as
compared with plants inocuted the 1000
and 100 nematodes. no symptoms plants
were observed in the non-inoculatios
check plants.

Key Words; Alliaceae, Allium sativum L,
Aphelenchoides subtenuis, ITS,
Nematodes, Pathogenicity, PCR.



1. INTRODUCCION:

El ajo (Allium sativum L.) es una especie que pertenece a la familia Alliaceae, y
su origen se reporta en la regiones de Asia Central, en la actualidad el ajo es
una especie horticola cultivada en todo el mundo, y su reproduccién es

vegetativa, a través de bulbillos o dientes.

A nivel mundial México ocupa el lugar 19 en produccion de ajo, con 56 999 ton
en 2007 (FAO, 2007%). El ajo se cultiva en 25 estados de la Republica
Mexicana, los estados productores mas importantes son: Zacatecas,
Guanajuato, Puebla, Baja California, Sonora y Aguascalientes; en su conjunto,
estas entidades producen el 88% del total nacional (SIAP, 2009?). Su
importancia econdmica estd basada en el alto valor de la produccién que se
obtiene y su importancia social se fundamenta en la mano de obra que genera.
Dentro de los problemas fitopatdgenos que afectan al cultivo del ajo se
encuentra los ocasionados por hongos (Sclerotium cepivorum, Fusarium
oxysporum, Peronospora destructor, Alternaria porri, Sclerotium rolfsii, y
Penicillium spp.), bacterias (Pectobacterium carotovorum y Pseudomonas sp.) y
nematodos (Ditylenchus dipsaci y Pratylenchus penetrans).

En afios pasados en el estado de Guanajuato se detect6é la presencia de un

nuevo problema fitosanitario en ajo, las plantas de ajo afectadas presentan

'FAO. Base de datos estadistica FAOSTAT (2007). http://faostat.fao.org/site/612/default.aspx#ancor
(consulta Abril, 2011).

? SIAP. Base de datos estadistica(2007). http://www.siap.gob.mx/ventana.php?idLiga=1043&tipo=1
(consulta Marzo 2011).


http://www.siap.gob.mx/ventana.php?idLiga=1043&tipo=1

degradacion de las catafilas externa, y una coloracion rosada de las catafilas
internas. Al ananlizarse en el laboratorio se detecto la presencia de nematodos
del género Aphelenchoides. Este género agrupa por lo general a especies
saprofitas, sin embargo existen especies que pueden vivir como ectoparasitos y

endoparasitos en hojas, bulbos y yemas.

La identificacién de las especies de Aphelenchoides no es tarea facil, ademas
de las dificultades inherentes al ser un grupo muy amplio, con especies muy
semejantes, hay que afadir que muchas de las descripciones originales o son
inaccesibles o son muy incompletas, por lo cual es dificil la identificacion de las

especies (HUNT, 1993).

Para la identificacion de especies del género Aphelenchoides se toman en
cuenta caracteres tales como numero de estrias en el campo lateral, longitud
del saco postuterino, forma de la regién caudal y forma del mucrén (Escuer,

2000).



2. OBJETIVOS:

En México se cuenta con poca informacion respecto a la presencia del género
Aphelenchoides en el cultivo del ajo, por lo que en este trabajo se plantea
identificar morfométricamente y filogenéticamente la especie de Aphelenchoides
spp. asociada al cultivo, y determinar el papel que juega este nematodo en la

presencia de la enfermedad mediante los postulados de Koch.

3. REVISION BIBLIOGRAFICA:

3.1. Origen y distribucion del Ajo: Se considera que el centro de origen del
ajo esta en las regiones de Asia Central (Vavilov, 1951). Desde el afios 3 000
a.C. los egipcios lo consideraban especie sagrada. El ajo fue introducido a
América Latina a finales del siglo XIV, en el segundo viaje de Colén al Nuevo
Mundo, y con las subsecuentes reintroducciones procedentes de Espafia, Islas
Canarias e lItalia (Jaramillo, 1994). La mayoria de las especies domesticadas de

Allium que existen en América Latina provienen de Asia.

3.2. Clasificacion Taxonémica de Ajo: En 1754 Carl Linnaeus dio el
nombre de Allium sativum al ajo. En la clasificacion taxonémica hecha por
Hanelt (1990) el género Allium y sus parientes cercanos fueron incluidos en la
familia Alliaceae con la siguiente jerarquia:
Clase: Monocotyledonea

Superorden: Lilliflorae

Orden: Asparagales



Familia: Alliaceae
Tribu: Allieae
Género: Allium
Especie: A. sativum L.
Hanelt (1990) reporta que el género Allium abarca mas de 500 especies, las
cuales son perennes y principalmente son plantas con bulbos protegidos por

capas membranosas, fibrosas o coraceas.

3.3. Caracteristicas morfolégicas del ajo: El ajo es una planta herbacea
erecta de 30 a 60 cm de altura, de raices adventicias superficiales, con poca
ramificacion. Bulbos compuestos por un tallo discoidal, hojas escamosas secas
y delgadas (denominadas catafilas) que constituyen la base de las hojas
fotosintéticamente funcionales, y bulbillos o dientes formado de las yemas
axilares de las hojas funcionales mas jévenes. Hojas funcionales aplanadas,
sélidas, con 2.5 cm de ancho y plegadas en forma longitudinal, distribuidas de
forma alterna, generalmente no son menos de diez. En algunos clones pueden
desarrollar escapo floral, sin embargo rara vez llegan a formar semillas (flores
raramente fértiles) (Purseglove, 1985).

El bulbo de ajo consiste de una serie proximal de hojas escamoso-
membranosas de proteccion que no cubren las yemas, otra serie de hojas
similares cubre cada una de ellas a determinado nimero de yemas axilares, y
mas distante un niumero de hojas funcionales. Los dientes son producidos en

las axilas de las hojas. Cada bulbillo (diente) consiste de una envoltura



protectora, una hoja de almacenamiento engrosada, y una pequefia yema

central (Purseglove, 1985).

3.4. Importancia del cultivo: En México en el afio de 2009 se sembraron 5
686.21 ha de ajo, obteniendo una produccion de 56 088.22 ton, esto represento
$ 414 868.77 de pesos. El principal productor de ajo a nivel nacional es el
estado de Zacatecas, seguido por Guanajuato, en este ultimo la produccion se
concentra en el area del Bajio. El ajo se ubica dentro de las principales
especies de hortalizas cultivadas en el ciclo de cultivo otofio-invierno, con una
superficie sembrada de 1 390.5 ha en el estado de Guanajuato, y una
produccién de 14 930.8 ton (SIAP, 2009%. Desde el punto de vista
socioecondémico, el cultivo de ajo es un importante generador de empleos, se
estima que se ocupa cerca de 120, 000 jornales al afio en las diversas

actividades inherentes de la produccién (Heredia y Delgadillo, 2000).

3.5. Variedades de ajo sembradas en el Estado de Guanajuato: Las
variedades de ajo que se siembran en Guanajuato son; Taiwan, Tacatzcuaro,
Tinguindin, Chapingo-94, Huertefio, INIFAP-94, Texcoco, Tocumbo, Celayence,
Tacatzcuaro Especial, Pebeco, Probajio 1, 2 y 3, Blanco de Zacatecas, Blanco
de Durango, Blanco de Ixmiquilpan, Criollo de Aguascalientes, Cristal y Perla

(Heredia, 2007).

* SIAP. Base de datos estadistica(2007). http://www.siap.gob.mx/ventana.php?idLiga=1043&tipo=1
(consulta marzo 2011).
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3.6. Requerimientos climaticos: Los bulbos de ajo recién recolectados se
encuentran en estado latente, esto es, son incapaces de germinar y formar una
nueva planta, este periodo esta en funcion de la variedad y de la temperatura
de conservacion. Los ajos sometidos a temperatura de 0°C o superiores a 18
°C prolongan el estado de latencia de los bulbos, con temperaturas cercanas a
los 7°C por un periodo de tiempo variable (dependiendo de la variedad de ajo)
se rompe la dormancia (Messiaen, 1974).

Las plantas de ajo para diferenciar las yemas axilares en dientes y formar el
bulbo requiere de acumular una cierta cantidad de hora frio. De forma general
se considera que entre 5y 10°C las plantas de ajo son capaces de desarrollar
bulbos. Para un desarrollo vigoroso de la planta de ajos es necesario que las
temperaturas nocturnas sean superiores a 16 °C, o aun gradiente térmico entre

13y 24 °C (Messiaen, 1974).

3.7. Eleccion del terreno: Las plantas de ajo se adaptan a los diferentes tipos
de suelo, siempre que estos presenten un buen drenaje. Por este motivo los
suelos excesivamente arcillosos pueden tener ciertas limitaciones (problemas
de formacion de bulbo y problemas de encharcamiento). Los terrenos ligeros y
bien drenados, con un pH entre 6 y 7, son los Optimos para dicho cultivo

(Garcia, 1998).

3.8. Epoca de siembra: La época de siembra 6ptima para los ajos morados y
jaspeados es del 20 de agosto al 20 de septiembre. La mejor fecha de siembra

para los ajos blancos es la primera quincena de noviembre, aunque se puede



sembrar desde el 1° de octubre hasta el 30 de noviembre (Heredia y Delgadillo,

2000).

3.9. Seleccion de la semilla: Debido a que el ajo es una especie que se
reproduce vegetativamente, se debe tener especial cuidado al seleccionar los
dientes o "semilla", ya que los tamafos del bulbo y diente influyen directamente
sobre el rendimiento y calidad de la cosecha. Se recomienda empezar a
desgranar los bulbos de 5 a 10 dias antes de la siembra y separar los dientes
por tamafio: grandes (6 gramos), medianos (3 gramos), chicos (1.5 gramos) y
muy chicos (0.5 gramos). Para la siembra, se recomienda utilizar los de tamafio

grande y mediano (Heredia y Delgadillo, 2000).

3.10. Desinfeccién de la semilla de Ajo: La semilla de ajo es portadora de
fitopatdgenos vy fitoparasitos como hongos, bacterias y nematodos, los cuales
pueden provocar pérdidas hasta del 100 % si no se elimina antes de la siembra,
por ello la desinfeccion de la semilla es una practica indispensable (Heredia,
2000).

El tratamiento recomendado para el control de nematodos (Ditylenchus dipsaci)
en diente-semilla de ajo es el método californiano el cual consiste en someter la
semilla en agua caliente de 30 a 45 minutos a 38 °C, 20 minutos a 49 °C y

finalmente en agua a 18 - 20 °C por 10 a 20 minutos (Schwartz, 1995).

3.11. Densidad de poblacion: La cantidad de semilla para sembrar una

hectarea varia de 600 a 1 500 kg, dependiendo de la variedad, del tamafio del



diente utilizado y de la densidad de poblacion deseada. La cantidad de plantas
por hectarea varia de 234 000 a 250 000 de acuerdo con la separacion entre

surcos y plantas (Heredia y Delgadillo, 2000).

3.12. Riegos: El ajo es una planta rustica que aunque prefiere una humedad
relativa elevada, es adaptable a otras condiciones. No es muy exigente desde el
punto de vista hidrico por lo que se adapta muy bien a cultivo de secano, con el
apoyo de riegos de auxilios. Sin embargo si es muy sensible a la asfixia
radicular e incluso pueden presentarse pudriciones en raiz (Garcia, 1998). Es
recomendable mantener niveles bajos de humedad durante la etapa vegetativa,
y durante la formacion y desarrollo vegetativo del bulbo se recomienda altos
niveles de humedad aprovechable residual. El dltimo riego debe ser ligero y

aplicarlo de 20 a 25 dias antes de la cosecha (Losano, 1979).

3.13. Fertilizacion: El ajo es un cultivo que puede responder en forma
favorable o desfavorable a la aplicacion de fertilizantes, o sea, es una planta
muy sensible a los excesos o deficiencias de nutrimentos. Se ha determinado
como adecuada la férmula de fertilizacion 180-80-100. La mitad del nitrégeno,
todo el fosforo y todo el potasio se debe aplicar al momento de la siembra o
antes del primer riego de auxilio y el resto del nitrégeno a los 50 0 60 dias

después de la primera aplicacién (Macias , Valadez y Lépez. 2000).

3.14. Cosecha: La cosecha de los ajos precoces, entre los que se encuentran

los morados Taiwan y Chileno, es a mediados de Marzo. Los tardios, como el



Perla, es del 1° al 30 de Mayo, sin embargo, es importante determinar el
momento preciso de la cosecha, ya que prescindir de un riego disminuiria los
rendimientos. Los mejores indicadores son cuando los tallos de las plantas
estén muy flojos y no presenten resistencia al doblarlos, los bulbos tengan bien
marcados los dientes periféricos, las ultimas envolturas de los dientes estén
secas Yy cuando las capas protectoras de los dientes individuales muestren una
apariencia de papel. Esto puede observarse facilmente al hacer un corte
transversal y vertical de los bulbos en varios puntos del campo que esté por

cosecharse (Garcia, 1998).

3.15. Conservacién de ajo para plantacion: la conservacién de los ajos
seleccionados para la plantacion tiene una serie de consideraciones que la
hacen especial. Hay que tener en cuenta que tienen que llegar en buenas
condiciones sanitarias y con el vigor germinativo intacto, después de pasar por
una conservacion entre 5 y 6 meses. El prolongar la latencia es sumamente
decisivo, en lo posible hay que evitar el intervalo de 5 a 7 °C. Se recomienda el
almacenamiento de las cabezas completas (preferentemente planta completa)
en lugares con buena ventilacion. El conservar las hojas permite dar proteccion
por dafios mecanicos y ademas ayuda a mantener una temperatura adecuada,
ademas de permitir una deshidratacion mas adecuada e impide la penetracion
de los patdégenos. Cuando la siembre esta proxima la semilla puede someterse

a temperatura de 5 a 6 °C y romper la latencia (Garcia, 1998).



3.16. Enfermedades que afectan el cultivo del ajo:

3.16.1. Pudricion del bulbo por Fusarium: Esta enfermedad producida por F.
oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder & Hansen es comun detectarla en
muchos lotes a nivel comercial. Los sintomas que manifiestan las plantas
afectadas por este patdgeno se caracterizan por presentar un amarillamiento y
muerte regresiva de las puntas de las hojas, las raices afectadas son de color
café oscuro a rosa oscuro. Normalmente se observa el crecimiento de micelio
de color blanco en la base de los bulbos infectados, al cortar el bulbo
transversalmente se nota una decoloracion café de la base del bulbo,
posteriormente el bulbo sufre una pudriciébn seca. El hongo se transmite por
diente-semilla de ajo, en el suelo sobrevive indefinidamente en forma de
clamidosporas. La temperatura Optima para su desarrollo va de 25 a 28 °C
(Schwart, 1995).

3.16.2. Mancha purpura: El agente causal de la mancha purpura es Alternaria
porri (Ellis) Cif. los sintomas en las hojas del ajo son muy caracteristicos, al
iniciar esta enfermedad aparecen un gran namero de pequefios puntos
blanquecinos, en el transcurso de 2 a 4 dias siguientes, se van tornando de un
color rojo vino para después quedar de color purpura en su parte central. En
este momento se inicia el desarrollo del hongo sobre los tejidos de la hoja. A los
10 6 15 dias posteriores las manchas puarpuras toman un color café obscuro el
cual, finalmente se tornan en negro debido a la formacion de abundantes
conidioforos con sus conidiosporas en la superficie de la hoja. A partir de la
zona donde se inicia el ataque, las hojas se van secando hasta morir. Las

condiciones que favorecen el desarrollo de la mancha purpura son; presencia



de lluvia, 90 % de humedad relativa, temperatura de 25 a 27 °C y suelos con
alto contenido de nitrégeno (Schwart, 1995).

3.16.3. Mildiu: Esta enfermedad es producida por Peronospora destructor
(Berk.) Casp. in Berk. Los sintomas se inician con la presencia de una capa fina
de micelio velloso de color gris a violaceo sobre la superficie de las hojas las
cuales se ponen cloroticas, se amarillan, se colapsan y la planta muere. Las
condiciones que favorecen el establecimiento del mildiu son humedad relativa
de 90 a 100 % y temperaturas de 4 a 25 °C con Optima de 13 °C. Los
esporangios se reproducen durante la noche y se dispersan durante el dia por
el viento. (Schwart, 1995).

3.16.4. Marchitez: Es ocasionada Sclerotium rolfsii Sacc. en la parte aérea de
la planta se observa una clorosis, marchitez y necrosis del follaje, en el suelo
distinguen dafios en las raices y presencia de micelio de color blanco en el
bulbo que dan origen a la formacion de esclerocios esféricos de color café. El
hongo es diseminado como micelio y como esclerocios. La temperatura 6ptima
para el crecimiento del patégeno es de 25 a 30 °C. Los esclerocios pierden
facilmente su viabilidad con calor y suelo humedo pero sobreviven algunos
meses en materia organica. Este hongo tiene un amplio rango de hospedantes
como solanaceas, leguminosas y cucurbitaceas. (Delgadillo, 1998).

3.16.5. Pudricién blanda por bacterias: Esta enfermedad es poco frecuente.
Los sintomas de la enfermedad se pueden observar en el follaje a manera de
tejido acuoso y en el bulbo se presenta una pudricion blanda que puede
presentarse en campo después de condiciones de excesos de humedad y

temperaturas altas (25 a 30 °C). El agente causal de esta enfermedad es la



bacteria Pectobacterium carotovorum. La fuente de indculo es suelo
contaminado y residuos de cosecha. La alta humedad y la presencia de
insectos como diabroticas y la mosca Delia antiqua asi como dafios mecanicos
dispersan la bacteria. La temperatura éptima para el crecimiento de la bacteria
es de 20 a 30 °C y condiciones de alta humedad relativa. La infeccion puede
continuar en almacén (Delgadillo, 1998).

3.16.6. Pudricion del bulbo por nematodos: El nematodo Ditylenchus dipsaci
(Kahn) Filipjev se transmite por diente-semilla de ajo. Cuando el ajo se
establece en suelo altamente infestado las plantas presentan achaparramiento,
manchas de color amarillo claro, ruptura longitudinal del follaje y disminucion de
enraizamiento. La mayoria de las hojas basales pierden rigidez, las puntas
sufren muerte descendente y se debilitan a tal grado que no pueden mantener
Su posicion erecta y caen al suelo. Los bulbos infectados pueden fragmentarse,
abrirse y puede ocurrir una pudricion blanda debida a los la entrada de
organismos saprofitos. En las primeras etapas de la infeccion los nematodos
permanecen dentro de las catéfilas. En las Ultimas etapas de la infeccion los
nematodos pasan de una catéfila a otra e invaden a una mayor cantidad de
ellas. El avance de la infeccién en el interior del bulbo prosigue en el campo y
durante el almacenamiento hasta que todo el bulbo es afectado. La
diseminacion del nematodo es por diente-semilla de ajo, materia organica
contaminada, a través del agua de riego 0 maquinaria contaminada (Schwart,
1995).

3.16.7. Pudricién blanca: Esta enfermedad es causada por Sclerotium

cepivorum Berk., y es la de mayor importancia en ajo en México por los dafios



severos que causa en su rendimiento y calidad. Las plantas afectadas por este
hongo presentan una amarillamiento de las hojas aéreas, seguido de una
marchitez y muerte del follaje, posteriormente se presenta la degradacion del
bulbo. En el bulbo se puede ver la presencia de micelio de color blanco con

esclerocios de color negro (Delgadillo, 2000).

3.17. Generalidades del género Aphelenchoides: Se considera en el género
Aphelenchoides 141 especies validas, por lo general son nematodos saprofitos
gue viven en el suelo, se alimentan en su inmensa mayoria de hongos, aunque
lagunas especies pueden vivir como ecto y endoparasitos sobre hojas, bulbos y
yemas. Las especies fitoparasitas raramente se encuentra en el suelo, donde
son incapaces de completar el ciclo biolégico o sobrevivir al invierno, solo se
encuentran sobre restos de hojas, bulbos, estolones y semillas de las plantas
hospedadoras (Escuer, 2000).

El género Aphelenchoides se caracteriza por presentar un bulbo medio
cuadrangular que ocupa casi toda la cavidad del cuerpo; regiéon labial
redondeada y ligeramente saliente del contorno del cuerpo; estilete delgado de
10-17 um de largo, con nédulos poco desarrollados; vulva usualmente entre 60-
75 % de la longitud del cuerpo. Saco post-uterino bien desarrollado; region
caudal redondeada, conoide con la terminacion digitada, bifurcada con o sin
mucron terminal, que puede tener forma variable (Escuer, 2000).

Los Aphelenchoides parasitos de plantas se desplazan en la pelicula de agua
que recubre las hojas hasta que alcanza los tejidos susceptibles de ser

infestados, la penetracion del patdogeno en el parénquima de la hoja se produce



a través de los estomas cuando esta cubierta por una fina pelicula de agua, o0 a
través de la epidermis en el envés de la hoja. La infestacion, reinfestacion y
dispersiéon del nematodo se facilita por las salpicaduras de agua y por el

contacto entre hojas (Escuer, 2000).

3.18. Aphelenchoides subtenuis (Cobb, 1926) Steiner & Buhrer, 1932:

Allen en 1952 redescribe a A. subtenuis, y proporcionas las siguientes
caracteristicas morfométricas para separarlas de otras especies:

Hembras: L= 0.87-1.15mm; a= 44-57; b=12-17; c= 24 — 28; V= "#*g7-711#1°
Machos: L= 0.87-0.95mm; a= 57-68; b= 12-14; c= 21-28; Testiculos= 62-70%.
Cuerpo delgado, marcado con finas estrias transversales, campo lateral con
cuatro incisuras longitudinales. Estiletes de 11 uym de longitud con ndodulos
basales moderadamente desarrollados. Anillo nervioso ancho y localizado en la
parte posterior del bulbo medio. Saco post uterino largo. Cola sub-cilindrica con
terminacion roma, mucron simple localizado en la parte ventral. Los machos

presenta espicula ventralmente curvada (Allen, 1952).

Para la identificacion de especie del género Aphelenchoides Deimi (2006) sita a
Hockland quien recomienda el uso 6 caracteres, tales como; tamafio del saco
postuterino, forma de la cola, forma del mucron, tamafo de estilete, nUmero de

lineas en el campo lateral, y posicion del poro excretor en relacion al anillo guia.

Se ha reportado a Aphelenchoides subtenuis afectando bulbos y follaje de

Narcissus, en Paeoni, en hojas y tallos de Trifolium pratense L, en Tulipa sp., en



Crocus sp, en Pandanus sp. y en bulbos de ajo (Allium sativum L.) (Goodey,
1935; Yokoo and Matsusaki, 1967; Caubel, 1976; Windrich, 1976; Vigodky-Haas
et al., 1985; Mot and Spiegel, 1993; Gandarilla Basterrechea, 2003 y Ramirez et

al, 2010).



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Muestreo en campo:

Se realizaron muestreos en lotes de produccion de ajo en los municipios de
Abasolo, Salamanca, Apasea el Grande, Celaya y San Miguel Allende (en la
region bajio del estado de Guanajuato) en el ciclo agricola 2008-2009. Se
observaron las caracteristicas generales del cultivo y los sintomas que
mostraban las plantas en campo. Un grupo de plantas fue colectado y
etiquetado para su analisis en el laboratorio. Se analizaron un total de 22

muestras.

4.2. Aislamiento, purificacion e identificacion de patdogenos asociados:

Las muestras fueron analizadas en el laboratorio de fitopatologia del INIFAP-

CEBAJ para aislamiento, purificacion e identificacién de patégenos.

4.2.1. Aislamiento, purificacién e identificacién a nivel género de Hongos:
Se tomaron muestras de bulbo, tallo y raiz, se cortaron en fragmentos de 1 cm
aproximadamente, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3 % durante 3
minuto, fueron lavadas tres veces con agua destilada estéril, se eliminé el
exceso de humedad, y se sembraron en medio de cultivo PDA acidificado, e
incubaron a 27 ° C, durante 72 hrs. Cada 24 hrs se observo el desarrollo de las
colonias.

Una vez que el hongo se desarroll6 sobre el tejido vegetal, de las cepas que no

mostraban contaminacion, se tomo6 una muestra, se colocé en un porta objetos



con una gota de agua destilada estéril, y se observd en el microscopio

compuesto. Y se identificaron a nivel de género.

4.2.2. Aislamiento, purificacion e identificacibn a nivel género de
Bacterias: Se tomaron muestras de bulbo, tallo y raiz, se cortaron en
fragmentos de 1 cm aproximadamente, fueron desinfestados con hipoclorito de
sodio al 1 % durante 3 minutos, se enjuagaron tres veces con agua destilada
estéril, se dejaron escurrir, se colocaron en un tubo de ensaye con agua
destilada estéril, y se mantuvieron en agitacion por 10 minutos. Con un asa
bacteriol6gica se sembro por estria cruzada en medio de cultivo CPG y BK. Y
se dejaron incubar por 72 horas a 27 ° C. Cada 24 hrs se observo el desarrollo
de las colonias.

Las colonias aisladas y puras se transfirieron a medio de cultivo CPG. Y se
dejaron incubar durante 72 horas. Para su identificacién se realizaron pruebas

bioquimicas y fisiol6gicas propuestas por Schaad (1980).

4.2.3. Aislamiento (extraccion) e identificacion de nematodos: Para la
extraccion de nematodos se empled la técnica de incubacion. Se tomaron
muestras de bulbo, tallo y raiz, se cortaron en fragmentos de 1 cm
aproximadamente, en cajas petri que contenia 5 ml de agua destilada estéril, se
colocaron las muestras y se dejaron incubar por 72 horas, a temperatura
ambiente (Figura 1). Cada 24 horas se tomd 1 ml, se observé y cuantificd la
presencia de nematodos. Para su identificacion a nivel de género se empled la

clave taxonomica de Mai (1996).



LW
Figura 1. Extraccién de nematodos de ajo con la técnica de incubacion.

4.3. Identificacién morfométrica  del nematodo del género
Aphelenchoides aislados de bulbos de ajos:
Los ejemplares fueron montados en agua-agar al 2 % y en microscopio
compuesto de luz se observaron las siguientes caracteristicas; longitud total del
cuerpo (L), ancho maximo del cuerpo, longitud del es6fago, longitud de la cola,
ancho del cuerpo a la altura de la cola, posicion de la vulva en % (V) respecto a
la longitud total el cuerpo, longitud del estilete, nimero de estrias en el campo
lateral, forma de la cola, forma y posicion del mucréon, longitud de la espicula
(de la punta al base dorsal), longitud del saco post-uterino respeto la distancia
entre vulva y ano. Las observaciones obtenidas fueron comparadas con las
mediciones reportadas por Shahina (1996) para identificacion de especies de
Aphelenchoides, y posteriormente con la descripcion que Allen (1952) y la

informacion que Deimi (2007) reportan para A. subtenuis.



4.4. Evaluacion de latécnica de nebulizacion para la extraccion de
nematodos de bulbos de ajo:

En el laboratorio de nematologia del Departamento de Parasitologia Agricola,
de la Universidad Autonoma Chapingo, se evalud la técnica de nebulizaciéon
para la extraccion de nematodos, a partir de bulbos de ajo infectados con A.
subtenuis, con el objetivo de obtener nematodos con buena viabilidad para la

reproduccion de sintomas.

Los bulbos infectados de ajo se separaron en base al indice de dafio (indice 1,
2, 3, 4y 5) propuesto por Delgadillo (2001) (anexo 1). Por cada indice de dafio
se realizaron de 5 a 6 repeticiones. Todas la catafilas del bulbo y de los dientes
fueron removidas y cortadas en pedazos de 2 cm (Figura 2), se tomd 1 gramo

de tejido y se coloco en la camara de nebulizacion durante 7 dias.

Figura 2. a) Dientes y b) catéfilas de bulbo de ajo separados con base a su
indice de dafio (indices 2, 3,4y 5.



Los nematodos fueron colectados en tubos de ensaye y se evalué su
concentracion diariamente. Se sacaron las muestras (tubos de ensaye) de la
camara nebulizadora y se dejaron reposar por 2 horas (para permitir la
sedimentacion de los nematodos) se eliminé el sobrenadante de los tubos de
ensaye por succion (procurando no tocar el fondo del tubo) hasta dejar 10 ml en
la parte inferior del tubo, se homogenizé la muestra y se tomo6 1 ml el cual fue
colocado en una camara cuadriculada para el conteo en el microscopio

estereoscopico.

4-5. Pruebas de patogenicidad:

En 105 macetas de 1 L de capacidad, se coloco suelo estéril (procedente de
lotes de produccion de ajo de la regién bajio, del estado de Guanajuato). En
90 macetas se coloco 1 diente de ajo (semilla agronémica) de la variedad
Singapur libre de patégenos (proporcionado por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias, Campo Experimental Bajio -
INIFAP-CEBAJ). Y en 15 macetas se colocé 1 diente de ajo infectado de
forma natural con A. subtenuis, este tratamiento fue tomado como control

positivo.

A los 15 dias después de la brotacion se realizo la inoculacion con nematodos
juveniles (J3) de A. subtenuis, extraidos mediante la técnica de nebulizacion,
tratados con hipoclorito de sodio al 0.1 % por 1 minuto y lavados tres veces

con agua destilada estéril. Por cada maceta se le aplicé 10 ml de agua



destilada estéril que contenian una suspension de 10, 100, 1000 y 10 000
nematodos, segun el tratamiento (tabla 1). Para el control negativo y positivo

empleamos 10 ml de agua destilada estéril.

Tabla 1. Tratamientos empleados para la reproduccion de sintomas.

Tratamiento:

1) Control (-), diente de ajo sano

2) Diente de ajo sano + 10 nematodos.

3) Diente de ajo sano + 100 nematodos.

4) Diente de ajo sano + 1 000 nematodos.
5) Diente de ajo sano + 10 000 nematodos.

6) Control (+), diente de ajo infectado con A. subtenuis de forma natural.

Los materiales vegetales de ajo (bulbos) sanos e infectados fueron proporcionados por el
INIFAP-CEBAJ.

Después de la inoculaciéon las plantas fueron trasladadas al invernadero, en
donde se distribuyeron al azar, cada grupo de 5 plantas se consider6 como

tratamiento, empleandose 3 repeticiones.

A los 60 dias después de la inoculacion se tomaron las plantas para observar
los sintomas y la respuesta de la planta al nematodo, mediante los
pardmetros de incidencia y severidad, con base al indice de dafio (anexo 1),

apariencia general de la planta, coloracion y degradacién del bulbo.



4.6. Reaislamiento del patégeno:

Para corroborar que los sintomas observados en ajo correspondias al efecto
ocasionado por A. subtenuis, las plantas fueron analizadas para hongos,

bacterias y nematodos (técnicas descrita anteriormente).

4.7. ldentificacion filogenética de Aphelenchoides subtenuis:

Para la identificacion filogenética se emplearon ejemplares de A. subtenuis
lavados tres veces con agua destilada estéril, fueron triturados y colocados en
un tubo de microcentrifuga en una solucion que contenia 8 ul de agua destilada
estéril, 1.5 yl de Buffer de PCR 10X y 0.5 ul de proteinasa K (5mg/ml). Los
tubos se incubaron a 65 °C por una hora seguido de 95 °C por 15 minutos
(McCuiston, 2007). Sobre el tubo de microcentrifuga (que contiene el DNA del
nematodo) se agregd 15 pl de mezcla de reaccién (1.5 ul de Buffer de PCR 10x,
2.5 pl de MgCl, 50 mM, 0.5 ul de dNTP’s 10 mM, 1 ul de cada iniciador 10 pM,
0.25 pl de Taq polimerasa 5u/ uyl y 825 pl de agua didestilada estéril).
Posteriormente se colocaron en un termociclador bajo las siguientes
condiciones de amplificacién; 95 °C por 4 minutos de desnaturalizacién inicial,
seguido de 35 ciclos de 95 °C por 45 segundos, 55 °C por 1 minuto y 72 °C por
1 ¥ minutos, y desnaturalizacion final de 10 minutos a 72 °C. Los iniciadores
empleados fueron TW81 (5’GTTTCCGTAGGTGAAC-CTGC3) y AB28
(5’ ATATGCTTAAGTT-CAGCGGGT3’) quienes amplifican regiones ITS

ribosomales (McCuiston, 2007). Se realizd una electroforesis con el producto de



PCR en gel de agarosa al 1.8 % tefiido con bromuro de etidio, a 100 volts por
60 minutos en Buffer TAELX, y se expuso a luz Ultra Violeta (esto para ver si se
presentd una amplificacion y para cuantificar aproximadamente el tamafio del
ragmento amplificado). Adicionalmente a la confirmacion taxondmica se utilizd
la secuenciacion de algunos productos de PCR. Para esto, se purificaron los
amplicones del ADN de aproximadamente 725 bp que a su vez fueron limpiados
con el kit QIAQUICK (QIAGEN, USA), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante y se enviaron a secuenciar al Colegio de Postgraduados en ambas
direcciones mediante el kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (PE Applied Biosystems, Foster City, EEUU) y su andlisis en un
secuenciador 3130 Applied Biosystems) de la compafia Macrogen (Corea del
Sur). Las secuencias obtenidas fueron ensambladas con el software BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.htmL), y comparadas con la base de

datos del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih. gov/blast/) utilizando el programa

BLAST, para determinar si en efecto se trataba del patégeno A. subtenuis.


http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Descripcién de sintomas en campo:

En campo se puede observar un amarillamiento y secado de las hojas basales,
iniciando del apice de la hoja hacia la parte basal (Figura 3), conforme el
nematodo se introduce entre las catafilas del bulbo, las hojas mas jévenes se

ven afectadas.

Figura 3. a) Sintomas aéreos de plantas afectadas, b) marillamiento apical de la
hojas baseles de ajo.



Posteriormente las catéfilas afectadas inician un proceso de degradacion,
pudiendo ser colonizadas por hongos saprofitos. En las variedades de bulbo
blanco se puede apreciar claramente un gradiente de pigmentacion que va del
rosa al parpura, segun el indice de dafio, cabe destacar que dicha pigmentacion
es irregular y puedo o no presentar un patrén uniforme (Figura 4). Cuando las
plantas llegan a la madurez comercial las catafilas de cobertura se degradan
completamente y quedan expuestos los dientes de ajo, las catafilas de dichos
dientes también muestran un patron de pigmentacion purpura irregular (figura

5). Esto permite que la planta esté expuesta a factores biodticos y abidticos

demeritando el rendimiento y calidad de los bulbos.

Figura 4. a) plantulas y b) bulbos de ajo donde se puede observar
amarillamiento de las hojas, y un gradiente de pigmentacion purpura, sintoma
caracteristico.



Figura 5. a) Bulbos de ajos afectados y sanos, obsérvese la degradacion de las

catafilas externas, y la pigmentacion de los dientes expuestos. b) Gradiente de
coloracion en ajos de bulbo blanco. c) Gradiente de coloracion de dientes de ajo de un

bulbo afectado.

5.2. Aislamiento, purificacion e identificacion de patégenos asociados:

Los organismos aislados de las 22 muestras de ajo analizadas fueron;
Aphelenchoides spp., Fusarium sp., Penicillium sp., y Pectobacterium sp. (Tabla

2).



Tabla 2. Relacion de muestras analizadas con sintomas y patégenos asociados.

Municipio de

Clave de colecta (Edo. Patégeno(s) aislado(s)
Muestra Guanajuato)
081127-1  No determinado Aphelenchoides spp. y Fusarium sp.
081204-2 Salamanca Aphelenchoides spp. y Penicillium sp.
081204-3 Salamanca Aphelenchoides spp.
081204-4 Apaseo Aphelenchoides spp.
081208-5  No determinado Aphelenchoides spp.
081215-6 Celaya Aphelenchoides spp. y Fusarium sp.
081215-7 Celaya Aphelenchoides spp.
Fusarium sp. , Penicillium sp. y
081216-8 Celaya Pectobacterium sp.
081216-9 Celaya Aphelenchoides spp. y Penicillium sp.
081216-10 Celaya Pectobacterium sp.
081216-11 Apaseo Aphelenchoides spp. y Fusarium sp.
081217-12 Celaya Aphelenchoides spp. y Fusarium sp.
081217-13 Celaya Aphelenchoides spp.
081218-14 Celaya Aphelenchoides spp.
081219-15 Celaya Aphelenchoides spp.
081219-16 Celaya Aphelenchoides spp. y Penicillium sp.
081229-17 Salamanca Aphelenchoides spp.
081229-18 Salamanca Aphelenchoides spp.
081229-19 Apaseo Aphelenchoides spp.
080310-20 San Miguel Allende Aphelenchoides spp.
080303-21 San Miguel Allende Aphelenchoides spp.
101000-22 Abasolo Aphelenchoides spp.

Aphelenchoides spp.; este nematodo estuvo presente en el 90.9% de las
muestras analizadas. Las plantas afectadas por este organismos presentan una
ligera clorosis en la parte apical de la hojas seguida de un secado, en el bulbo
las catafilas externas muestran una pigmentacion purpura de forma irregular.
Conforme se remueven las catéfilas estas presentan un nivel de pigmentacion

menor (Fig. 6).



Fig. 6. a) Plata de ajo mostrando una pigmentacion purpura en las catafilas
externas del bulbo. b) Remocién de catafilas externas, las catafilas internas
muestran un menor nivel de pigmentacion. c¢) Huevecillos y nematodos

inmersos en el tejido vegetal (hojas de cobertura del bulbo) de ajos
provenientes del estado de Guanajuato, México (40X de magnificacion).

Fusarium sp.; este hongo se detect6é en el 22.7% de las muestras, las plantas
afectadas por este patdgeno mostraban una degradacion de catafilas de
externas y pigmentacion (rosa) irregular de los bulbos (figura 7). Similar a la
ocasionada por A. subtenuis, sin embargo en las catéfilas internas no se
muestra la coloracién purpura caracteristica, y al observar el tejido directamente

al microscopio no se observa la presencia de nematodos.

Penicillium sp; este hongo se presentod en el 18.1% de las muestras, las hojas

mas vieja de la plantas presentaban una clorosis y secado en la parte apical.



Sobre los bulbos se puedo observar el desarrollo del hongo de color verde

grisaceo (figura 7).

Pectobacterium sp.; esta bacteria se detectdo en el 9 % de las muestras

analizadas. Las plantas afectadas por dicho patdgeno mostraron una pudricion,

ademas solo se presento en plantas pequeias (figura 7).

Figura 7. Sintomas en platas de ajo afectadas por a) Fusarium sp., b)
Penicillium sp., y ¢) Pectobacterium sp. Dichos sintomas son diferentes a los
ocasionados por Aphelenchoides spp en bulbos de ajo.

5.3. Caracteristicas morfométricas de nematodos aislados de bulbos de
ajos:

Las caracteristicas morfométricas observadas en los ejemplares de nematodos
aislados de bulbos de ajo del estado de Guanajuato (tabla 3) corresponden a
las de Aphelenchoides subtenuis, segun la descripcion dada por Allen en 1952

y a las caracteristicas morfométricas reportadas por Shahina en 1996.



Tabla 3; Morfometria de Aphelechoides subtenuis. aislados de bulbos de ajo

provenientes del estado de Guanajuato.

indices Hembras Machos
n 20 20
L 856.40 835.17
(614.72-967.35) (593.65-992.29)
a 43.02 49.542
(38.43-47.84) (40.73-63.24)
b 14.56 13.26
(11.58-16.37) (10.87-14.6)
c 28.36 24.647
(24.64-33.99) (20.43-30.33)
c 2.64 2.56
(2.18-2.94) (2.27-2.82)
\Y 71.61
(68.1-74.38)  ---------
Longitud del estilete (um). 11.88 11.57
(11.09-13.9) (10.75-12.04)
Diametro maximo del cuerpo (um). 19.49 18.17

Longitud de la cola(um).
Longitud del mucrén(um).
Diametro del cuerpo a la atura del ano (um).

Espicula (Linea recta del vértice a la
extremidad dorsal) (um).

(14.54-21.59)
28.13
(23.92-33.85)
2.81
(1.27-2.26)
10.73
(8.95-13.49)

(13.16-20.58)
29.90
(25.26-36.99)

11.71
(9.85-12.95)
16.46
(14.46-17.53)

n= Numero de ejemplares; L= Longitud total del cuerpo (um); a= L/ diametro maximo
del cuerpo; b= L/ tamafio del es6fago; c= L/ longitud de la cola; c’= longitud de la cola /
didmetro del cuerpo a la altura del ano; V= posicién del la vulva respecto a la longitus
del cuerpo (%).

Las hembras aisladas de los bulbos de ajo muestran cuerpo delgado, cuando
se encuentran relajadas presentan una ligera curvatura ventral, cola sub-

cilindrica con un mucroén ventral y simple, campo lateral (visto en microscopio

simple de luz) con tres estrias, cuticula finamente anulada, anillo nervioso



localizado justo después del bulbo medio, saco postuterino prominente
ocupando del 60 a 70 % de la distancia entre la vulva y el ano. Los machos con
campo lateral igualmente de tres estrias, cuando estan relajados la curvatura de
la cola va de 45 al 90 °, mucron inconspicuo, espicula larga y curvada, sin bursa

y sin gobernaculo (figura 8).

Dichas caracteristicas son similares con las reportadas por Deimi (2007) quien
sugiere el uso de las siguientes caracteristicas para separar a A. subtenuis de
otras especies; hembra con cola subcilindrica y mucrén simple en la parte
ventral; campo lateral con tres estria (vista en microscopio de luz); y macho con

cola conoide y mucron incospicuo.
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Figura 8.Caracteroes morfoldgicos de ejemplares de Aphelenchoides subtenuis
aislados de bulbos de ajo. a) Hembra y b) Macho. Parte anterior del cuerpo de c)
hembra y d) macho. e) Cola subcilindrica de hembra (mucrén simple y ventral) y f) cola
del macho (mucrén incospicuo). g) Espicula curvada ventralmente (forma de hoz) y d)
campo lateral con tres estrias.



5.4. Evaluacién de latécnica de nebulizacion para la extracciéon de
nematodos de bulbos de ajo:

Durante los primeros dias se extrae la mayor cantidad de nematodos, al cuatro
dia se extrae el 83.4 % de los nematodos presentes en el tejido de la muestra
(tabla4).

Tabla 4. Promedio de nematodos extraidos por dia por indice de dafio con la
técnica de nebulizacion, de 1 gramo de tejido (catafilas de cobertura del bulbo y
dientes).

indice de Dafio Dia 1 Dia2 Dia3 Dia4 Dia 5 Dia6 Dia7
indice 1 1.8 0.6 0.6 0 0.4 0.2 0
indice 2 322 16 7.4 7.6 6.6 4 3.2
indice 3 105.8 95.8 34 48.8 32.1 18.1 12.8
indice 4 170.83 1935 73.8 68 59.5 285 16.3
indice 5 423.8 2144 1334 1422 99.8 474 216
Promedio / Dia 734.4 520.3 249.2 266.6 198.4 98.2 53.9
Total extraidos 2121.36667

Conforme pasan los dias la cantidad de nematodos extraidos va disminuyendo
(Figura 9). Pasado los 7 dias, las muestras de ajo presentan un fuerte proceso

de descomposicion lo que imposibilita seguir evaluando.

Promedio de Nematodos por dia
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Figura 9. Promedio de nematodos extraidos de un gramo de tejido (catafilas del bulbo y
diente) de ajo durante una semana, empleando la técnica de nebulizacion.



Se determina que existe una relacion directamente proporcional entre el indice
de dafo y el la cantidad de nematodos presentes en el tejido de ajo. Esto es, a
mayor el indice de dafo (mayor pigmentacion) mayor es la cantidad de

nematodos presentes en el tejido (figura 10).

Promedio de nematodos, extraidos con la técnica de
nebulizacidn, con base al nivel de dafio.
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Figura 10. Promedio de nematodos extraidos con la técnica de nebulizacion, de
un gramo de tejido (catafilas de cobertura del bulbo y dientes) de ajo durante
una semana, tomando en cuenta el indice de dafo.

5.5. Pruebas de patogenicidad:

A los 60 dias después de la inoculacion de A. subtenuis en plantulas de ajo se
pudo evaluar incidencia (0= ausencia, 1= presencia de sintomas) y severidad

(indice de dafio del 1 al 5) (tabla 5).



Tabla 5. Evolucion de incidencia y severidad, 60 dias después de la inoculacién de las
platas de ajo con A. subtenuis.

Tratamiento Repeticiobn *Incidencia **Severidad
Control (-), diente de ajo sano 1 0 1
2 0 1
3 0 1
Diente de ajo sano + 10 nematodos. 1 0 1
2 1 1
3 1 1
Diente de ajo sano + 100 nematodos. 1 1 1
2 1 1
3 1 2
Diente de ajo sano + 1 000 nematodos. 1 1 3
2 1 3
3 1 3
Diente de ajo sano + 10 000 nematodos. 1 1 5
2 1 5
3 1 5
Control (+), diente de ajo infectado con A.
subtenuis de forma natural. 1 1 5
2 1 5
3 1 5

*Incidencia: 0= ausente, 1= presente.

**Severidad; 1 = Bulbo sano 6 sin sintomas, 2 = 10 % del area del bulbo con sintomas,
3 = 25 % del area del bulbo con sintomas, 4 = 50 % del area del bulbo con sintomas y
5 =100 % del area del bulbo con sintomas.

En el control positivo se observé un secado de las hojas basales de la planta,
en tanto, las hojas intermedias muestran una clorosis apical seguido de una
necrosis, las hojas mas jovenes no muestran dafio y el indice de dafio en el
bulbo es de 5.

El tratamiento con 10 000 nematodos inoculados muestra en la hoja basal una
clorosis seguido de una necrosis, y las hojas intermedias presentaron una ligera
necrosis del tejido en la parte distal, el bulbo muestra un nivel de dafio 5. El

tratamiento inoculado con 1 000 nematodos mostré una ligera clorosis en parte



distal de las hojas basales, en el bulbo muestra un indice de dafo 3 (Figura 11
y figura 12).

Los tratamientos con 10 y 100 nematodos inoculados no mostraron dafio en las
hojas basales, sin embargo si se observé una ligera pigmentacion en el bulbo,

en el area donde fue inoculado con nematodos (figura 12).

Figura 11. Plantas de ajo inoculadas con a) 1 000, y b) 10 000 nematodos
(Aphelenchoides subtenuis), y c¢) control positivo. Se puedo observar
pigmentacién del bulbo, clorosis y secado de las hojas basales, ademas de
degradacion en las catéfilas.



Figura 12. Gradiente de pigmentacion de los bulbos de ajo de la variedad
Singapur inoculados con 0, 10, 100, 1 000 y 10 000 nematodos, y el control
positivo (infectado de forma natural).

5.6. Reaislamiento del patégeno:

Las plantas de ajo que mostraron sintomas de ajos tocados fueron positivas a
Aphelenchoides subtenuis, lo que demuestra que este nematodo esta
estrechamente relacionado con el problema. En platas del control positivo, en
las que se observé una mayor degradacion de las catéfilas de cobertura del
bulbo, ademas de A. subtenuis también se aislé al Fusarium oxysporum, F.
equiseti y F.chlamydosporum lo que sugiere que la asociacion nematodo-

hongo intensifican el dafio en el cultivo y el manejo de la enfermedad.

5.7. Identificacion filogenética de Aphelenchoides subtenuis:

Con los iniciadores TW81 (5GTTTCCGTAGGTGAACCTGC3') y AB28

(B’ATATGCTTAAGTTCAGCG-GGT3') se logréo amplificar un fragmento de



aproximadamente 725 pb. (Figura 13). En la secuenciacion las amplificaciones
realizadas de los genes ribosomales ITS, se llevaron a cabo exitosamente, se
obtuvieron fragmentos de 652 pb aproximadamente (anexo2). La secuencia
consenso cotejada en la base de datos del GenBank, nos muestra que el
nematodo aislado de bulbos de ajo procedentes de Guanajuato esta
emparentado filogenéticamente con Aphelenchoides subtenuis con un 94% de

identidad (figura 14).

| nematodo  Aphelenchaides subtenuis 2 nematodos Aphelenchoides subtenuis

i

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1.8%. MM=Marcador Molecular de 100
pb; amplificacion de 1 y 2 ejemplares de Aphelenchoides subtenuis; (-) = control
negativo; (+)= control positivo (DNA de Meloidogyne chitwoodi).



100 — Aphelenchoides sp. *

— EF213109.Aphelenchoides.subtenuis

99 EU186069.Aphelenchoides.besseyi
EF213107.Aphelenchoides fragariae

77 EF213108. Aphelenchoides.ritzemabosi
& (GU984233.Aphelenchoides.bicaudatus
98 JF345079.Nematodirus battus
HM140690.Heterorhabditis. bacteriophora
HM140694 Steinerema.carpocapsae

g2

50

Figura 14. Arbol filogenético construido con el método de Maxima Parsimonia utilizando
1000 repeticiones bootstrap. Las secuencias corresponden a las amplificaciones de el

espacio transcrito interno del rADN de A. subtenuis. Steinernema carpocapsae fue
considerada como fuera de grupo.



6. CONCLUSION

Aphelenchoides subtenuis genera en plantas de ajo una coloracién rosada a
purpura en el bulbo seguida de una degradacion de las catafilas de cobertura,
en la parte aérea se presenta una clorosis y secado de las hojas basales.
Cuando las plantas llegan a la madurez comercial las catafilas de cobertura se
degradan completamente y quedan expuestos los dientes de ajo, las catéfilas
de dichos dientes también muestran un patron de pigmentacion purpura
irregular. Esto permite que la planta esté expuesta al ataque de factores biéticos
y abidticos demeritando el rendimiento y calidad de los bulbos. Este nematodo
es transmitido por material vegetal propagativo (catéfilas de cobertura del bulbo
y de los dientes), lo que permite que se disemine a otras areas de produccion
agricola. Ademas se a encatrado en a A. subtenuis en asociacion con Fusarium
oxisporum, F. equiseti y F. chlamydosporum. Lo que intensifica el dafio en el

cultivo y dificulta el manejo del problema en campo.

Resulta importante establecer una linea de investigacibn que nos permita
conocer y/o evaluar las pérdidas que A. subtenuis genera cuando afecta al
cultivo de ajo tanto a nivel de campo como en almacén, determinar el ciclo
bioldgico, conocer el rango de plantas hospedantes y las interacciones que

establece con otros organismos.
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Anexol:

Tabla 6: indice de dafio con base en el porcentaje del area afectada del bulbo.
(Delgadillo, 2000).

Bulbo sano / sin sintomas
10 % del area del bulbo con sintomas

25 % del area del bulbo con sintomas
50 % del area del bulbo con sintomas

aa A W N PP

100 % del area del bulbo con sintomas

Anexo 2:

Secuencia consenso de A. subtenuis aislado de bulbos de ajo;

TGGTTGGCGCATAACGACCGAGGGACGCACCGAACAAGCAAGCGACCAACGAAATTCGCG
AATAAGATTCATTCGAAAATCGTCGACCGTCACAAGTCCGGCTCATACTTGCAGCGCCCCC
TCTACTCAGTCACGCCTCAATTGGAATCTCTCCCAATGGTTGTTGCGATTCCGAAGAGATCG
CGACAAAGGTAGCCCGATCCCAAATGATGGATCGTGGGCTAATGAAGCACACCCTGAATC
GAATATACCGATGGGCAGAGACCACCGATGCGATATGCGATCGAAAACACACCACTCCGAA
TATCTGTAATTCGTGGCTATTAACGCAATTCACTGCGTTCTTCTTCGATCTACGAGCCAAGT
GATCCACCGATATAGCTTTATCTCGCTTTCATTGTTTCTAAAAAATGTGAATGTGTTGATATG
TGTCTGGGCGGCGACATCGGCTCATCAATCCTCACACCACCACCGAGGGGGGGAGGTGG

TCTACAGTCTTCTCCGGAATCTCGGACATTCACAACAACTACACGGACCGCCATAGGAAAC



CACAGAGAGCCGATAAATGTGAAACTGAAACCCCAAACGAGGGGGCCAGCACTTTGTGTC

CGCGAAATCACCAACGCTTCTCTGGCTCCTTACGAAGCGAAAC



