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1. Resumen

Las flores de corte como las rosas, se encuentran expuestas al ataque de plagas y
enfermedades; entre ellas las ocasionadas por nematodos fitoparasitos. Una
herramienta disponible para evitar pérdidas productivas y econdémicas de dicho
cultivo, es realizando un diagnéstico fitonematolégico en laboratorio; el cual tiene

como objetivo identificar géneros parasitos.

Durante el proyecto se retoman los métodos tradicionales para identificar géneros
parasitos los cuales implican; la extraccion (Tamizado-centrifugado), montaje de
ejemplares (Solucion de Robbins), observacion de caracteristicas taxonémicas
(microscopia) y finalmente la comparacion frente a bibliografia especializada.
Las muestras utilizadas en el proyecto corresponden a suelo de rosales
provenientes del municipio de Metepec en el Estado de Meéxico (Conjunto
SEDAGRO); y el proceso es realizado en el laboratorio de fitopatologia del
Instituto de Investigacién y Capacitacion Agropecuaria, Acuicola y Forestal del
Estado de México (ICAMEX).

1.1. Palabras clave:
Nematodos, Fitoparasitos, Microscopia, Rosal
1.2. Justificacion

Los cultivos agricolas se encuentran expuestos a dafios, enfermedades y pérdidas
del terreno cultivado; efectos ocasionados por agentes de tipo biético o bien del
tipo abidtico. Para algunos autores como Fernandez, Lopez, Ortiz y Yruela (2017)
los dafios generados en los cultivos producidos por agentes bidticos o del tipo
parasitico adquieren caracter de plaga; cuando un grupo de animales fitéfagos
devoran un determinado cultivo produciendo pérdidas econdomicas. Ademas

consideran que la enfermedad produce alteraciones en la morfologia o fisiologia
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de las plantas por accién de cualquier agente, ya sea de origen parasitico o no.

Un ejemplo de plaga parasita son los denominados nematodos fitoparasitos.

Sin embargo, es importante considerar que el suelo es un microambiente que
alberga diferentes microorganismos que son benéficos para la planta (como la
bacteria Rhizobium fijadora de nitrégeno) y otros como los nematodos fitoparasitos
que le resultan prejudiciales. Retomando lo anterior CSRservicios (2015)
determina que no existe suelo sin nematodos (debido a que algunos son de vida
libre); sin embargo para causar dafos requieren encontrarse dos condiciones: la
existencia de un elevado nimero de nematodos fitoparasitos y que las especies
de plantas sean susceptibles a los ataques de los mismos. Consideran también
que las condiciones ambientales favorables para la prevalencia de nematodos
fitoparasitos son: suelos con cultivo, arenosos y humedos siendo por tanto

sensibles a la sequia y a la falta de cultivo.

El rosal es susceptible a ser invadido por plagas de nematodos fitoparasitos; lo
cual adquiere relevancia econémica debido a que la produccion de dichas plantas
estd sujeta a la importacion o exportacion. Este Ultimo punto repercute en la
produccion de floricultora; ya que las plantas infectadas con nematodos segun
Ortufio y Oros (2002) no son permitidas para la exportacién, por el peligro
inminente de diseminaciébn de nematodos fitoparasitos. Los mismos autores
consideran que es precisamente el medio mas frecuentemente utilizado para la
produccion de flores ornamentales o propagacion vegetativa; la forma mas

eficiente para la diseminacién de esta plaga en concreto.

Es de relevancia para el siguiente trabajo identificar el contexto de plaga de
nematodos fitoparasitos; al contrastar la diversidad de especies de nematodos y
sus repercusiones econémicas. Como lo consideran Guzman, Catafio y Villegas
(2012): debido a que se conocen alrededor de 4.105 especies de nematodos
fitoparasitos, las cuales causan pérdidas anuales entre 11 y 14%, equivalentes a
US$80.
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Mas aun la diversidad de géneros y especies de nematodos fitoparasitos impulsa
la busqueda de métodos y técnicas para un diagndstico nematoldgico, lo cual tiene
como finalidad: la extraccién e identificacién de ejemplares para la preservacion
fitosanitaria. La forma habitual de identificacion taxonémica de nematodos implica
un reconocimiento utilizando caracteres morfologicos determinados de manera
cualitativa y cuantitativa por medio de técnicas microscopicas. Ademas existen
protocolos moleculares fundamentados en PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) que facilitan la diagnosis especifica (Curran y Robinson, citados por
Andrés y Verdejo, 2011). Sin embargo, actualmente los métodos tradicionales y
moleculares deben tener caracter complementario segun lo considerado por
Andrés y Verdejo (2011); ya que la falta de una adecuada documentacion o
descripcion del material descrito dificulta la interpretacién de resultados obtenidos
a partir de determinadas secuencias de ADN....Por tanto el manejo del
microscopio y el conocimiento de la terminologia morfométrica en que se basan la
mayoria de las claves de identificaciéon taxonomica de nematodos sigue siendo

necesaria.

Para Hernandez, Del Vallin y Hernandez (2016) el diagndstico nematolégico
constituye una herramienta Util para conocer el tipo y la cantidad de nematodos
fitoparasitos en el suelo antes de sembrar o establecer determinado cultivo, a fin
de adoptar medidas preemergentes; cuando se detectan poblaciones por encima
de los niveles que causan dafio econémico. Por esa razon, el analisis de campo y
laboratorio proporciona la ventaja de prevenir con medidas necesarias de control

al suelo con un ahorro en el costo de la estrategia de manejo.

Es de resaltar lo descrito por Gonzalez, 1976 y Sosa-Moss, et al., 1996 sobre la
importancia de las poblaciones de nematodos fitoparasitos; debido a que la
produccion vegetal disminuye conforme aumentan las densidades de dichos
parasitos en el suelo. Es decir, que en algunas especies vegetales se observaran

pérdidas pequefias en la produccion a densidades menores de 10 nematodos por
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g de suelo (limite de tolerancia) y las perdidas mayores se presentan conforme
las densidades de nematodos fitoparasitos aumentan (umbral econdémico).
Retomando el enfoque de CSrservicios, 2015 tanto el limite de tolerancia como el
umbral econémico dependen; de las condiciones agronémicas y ambientales, por
lo cual consideran que el éxito de un sistema predictivo estara supeditado a la
existencia de datos locales sobre las pérdidas por nematodos. Sin embargo
actualmente se desconoce tanto el limite de tolerancia como el umbral econémico
de muchas especies vegetales; por lo cual es necesario en principio conocer los
géneros fitoparasitos asociados a cada especie vegetal (Gonzalez, 1976; Sosa-
Moss, et al., 1996).

El Estado de México es el principal productor de flor de corte en el pais debido a
que aporta el 80% de la produccion para exportacion; de la cual el municipio de
Villa Guerrero contribuye con un 56% (Gomora-Jiménez citado por Tejeda-
Sartorius, Rios-Barreto, Trejo-Téllez y Vaquera-Huerta 2015). Los datos anteriores
impulsan proteccién fitosanitaria regional utilizando un diagndstico nematolégico

en flores de corte como el rosal.

Fue pertinente para este trabajo, utilizar como andlisis previo los datos emitidos
por el laboratorio de fitopatologia del ICAMEX sobre el diagnéstico de nematodos
fitoparasitos encontrados en suelo de rosales de invernaderos del CITT Rancho La
Paz y Rancho El Islote ubicados en el municipio de Villa Guerrero. Ademas de
ejecutar técnicas tradicionales de diagnostico nematoldgico sobre suelo de rosales
en cultivo abierto del Conjunto SEDAGRO, ubicado en el municipio de Metepec,
Edo. Méx. Estos dos ultimos puntos con la finalidad de tener una comparacion
formal sobre géneros de nematodos fitoparasitos que prevalecen en condiciones

de invernadero y en cultivo abierto.
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2. Marco tebérico
2.1. Enfermedad en cultivo

Para Rivera-Coto (2007) el término enfermedad en cultivo es la alteracion
morfologica o fisiolégica de la planta causada por accion de microorganismos
patégenos, condiciones ambientales adversas o una accion complementaria de
diversos factores. Para Riveros-Angarita (2010) dicha alteracion puede ser
originada por componentes de origen abidtico como factores climaticos
(temperatura, humedad relativa o iluminacion), edaficos (aireacion, contenido de
nutrientes, pH, salinidad, desfavorable, contaminantes) y atmosféricos (luz U.V.,
ozono, particulas de impurezas y contaminantes quimicos). A su vez las plantas
pueden desarrollar enfermedades del tipo bidtico; cuando son invadidas por
microorganismos fitopatdbgenos como: hongos, bacterias, virus, Vviroides,

fitoplasmas y nematodos (Riveros-Angarita, 2010).

Guzman-Piedrahita, et al. (2011) considera a la enfermedad como resultado de la
interaccién dindmica entre un patdgeno virulento, un hospedante susceptible y un
medio ambiente favorable la cual, causa en los hospederos cambios anormales de
tipo fisioldgico y morfolégico. Dicha interaccion es denominada por autores como
Riveros-Angarita (2010) como el triangulo de la enfermedad. Donde si alguna de
las tres condiciones no interacciona de manera especifica la enfermedad no se
produce: ya que el patégeno no podra invadir o colonizar los tejidos del
hospedante. Ademas de que la vulnerabilidad del hospedante esta relacionada a
su reservorio genético: lo cual determina la aptitud de hospedar determinado
patdogeno. Acentuandose en condiciones ambientales como: deficiencias
nutricionales, compactacion del suelo y toxicidad a cualquier factor inanimado
(Rivera-Coto, 2007).




UnADM

Universidad Abierta y a
Distancia de México

2.2. Signos y sintomas de enfermedad en plantas

Es importante resaltar que independientemente del origen de la enfermedad, las
plantas expresan sintomas del tipo: morfolégico o externo, histoldgico o interno y
fisiolégico, es decir que en determinadas especies vegetales la enfermedad es
facilmente identificable y en otras se encuentran en los tejidos internos de dificil

acceso para su deteccion. (Rivera-Coto, 2007).

Segun Rivera-Coto (2007) indica como sintomas morfolégicos del tipo: necroticos
(halos amarillos, acuosos, marchitez), hipoplasticos (enanismo, crecimiento en
roseta, clorosis) e hiperplasticos (tumores, callos, enrollamiento). En cuanto a los
histologicos sefiala los necréticos (vacuolosis, plasmdlisis, citolisis) y plasticos
(hiperplasia e hipertrofia). Por su parte los fisioldégicos implican: la reduccion o
incremento de la respiracion, aumento de transpiracion, sintesis excesiva de
hormonas y precursores, inmovilizacion de nutrientes, reduccion de fotosintesis

por la pérdida de clorofila, area foliar o bloqueo del proceso fotosintético.
2.3. Patogenicidad y parasitismo

Retomando la definiciébn de patogenicidad de Arauz- Caballini (2010) se tiene que
es la capacidad de un organismo para causar enfermedad. Lo anterior tiene como
requerimiento la relacion de dos especies; donde el parasito se alimenta y absorbe
nutrientes del hospedante por periodos prolongados, o bien utiliza directamente
las sustancias elaboradas por el hospedante. Especificamente a los parasitos de

las plantas se les denomina fitoparasitos.

Es debido a un proceso evolutivo particular que los diferentes géneros y especies
de agentes patdgenos han podido desarrollar estrategias y mecanismos que les
permiten utilizar las sustancias elaboradas, en los procesos metabdlicos de la
planta. Y es que para acceder a los tejidos y nutrirse de ellos, se requiere primero
vencer las barreras del organismo vegetal; lo cual se logra mediante fuerzas

mecanicas y en la mayoria de los casos al utilizar compuestos quimicos

10
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(enzimas). Cabe aclarar que no todos los patdgenos tienen la capacidad para
ejercer fuerza sobre la superficie vegetal: solo los nematodos, plantas parasitas y
algunos hongos pueden lograrlo mediante estructuras especializadas (Rivera-
Coto, 2007).

Es necesario considerar que los patégenos pueden ser muy especificos en su
ataque para determinada especie vegetal, o bien tener una amplia gama de
hospederos; es decir que incluyen plantas de diversos grupos taxonomicos.
Ademas de que el desarrollo de los patégenos puede darse solo en determinadas
partes del vegetal: tallos, raices, hojas, frutos carnosos y tejidos. Son los
denominados pardasitos obligados o biotréficos los que son muy especificos en
cuanto al hospedante (evolucion paralela) siendo el desarrollo de su ciclo de vida
Unicamente en el tejido vivo del huésped. Por su parte los parasitos no obligados
tienen una amplia gama tanto de hospedantes, sitios y estadios de desarrollo para
ejecutar su ataque, ademas de que producen toxicas y enzimas no especificas
que alteran procesos y bioquimica metabdlica del vegetal. Son los parasitos
facultativos o necrotréficos los que atacan plantas previo a su colonizacion
(Cadenas, 2011).

2.4. Ciclo de la enfermedad.

Un agente patégeno manifiesta diferentes formas de ingresar y permanecer en el
vegetal, concepto conocido como ciclo de enfermedad. Este Ultimo consta de una
serie de fases, las cuales varian de acuerdo a las caracteristicas morfologicas o
adaptaciones evolutivas al ambiente por parte del patdbgeno para lograr instalarse
y comenzar la colonizacion e inducir la enfermedad en la planta. La ilustracion
namero tres muestra las etapas generales que permiten el ingreso y permanencia

del patdgeno en un hospedante vegetal (Cadenas, 2011).

11
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llustracion 1. Ciclo de la enfermedad. Fuente: Elaboracion propia con base en Cadenas, 2011.
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2.5. Nematodos: generalidades

Los nematodos son organismos pluricelulares, clasificados dentro del reino
animal, de aspecto morfolégico filiforme, casi traslucido, y de tamafio variable
(algunos solo son visibles en microscopio). La variabilidad del tamafio de estos
organismos se relaciona a sus habitos alimenticios. Ademas cuentan con
adaptaciones evolutivas que les permiten proliferar en diferentes ambientes:
encontrandose frecuentemente en medios acuaticos (aguas dulces o saladas) y el
suelo o bien estableciendo relaciones del tipo parasitico en vegetales, animales y
del ser humano. Sin embargo la mayoria son de vida libre; es decir que no causan
dafio ni a plantas ni animales (Pefia-Sanchez y Paez-Mendieta, s.f.; Agrios, 2002).

Son los nematodos fitoparasitos a los que se hace énfasis en este trabajo.
2.6. Caracterizacién de nematodos fitoparasitos
2.6.1. Morfologia y anatomia

El tamafio de los nematodos que habitan el suelo, incluyendo a los géneros
fitoparasitos es de alrededor de 0.2 a Imm. Su cuerpo es de apariencia lisa, no se
encuentra segmentado y esta cubierto por una cuticula incolora, estriada e
impermeable la cual presenta mudas (los nematodos la cambian en las etapas
larvarias sucesivas). Dicha cuticula contiene debajo una capa muscular que le
confiere movilidad al nematodo. El cuerpo de los nematodos se encuentra
constituido por un tubo alargado y aguzado en los extremos: este tubo es
atravesado a lo largo por un canal digestivo en el que se diferencian: cavidad
bucal, eséfago, intestino y ano. Por su parte la cavidad del cuerpo contiene liquido
gue a nivel funcional le permite al nematodo la circulacién y respiracién (Gonzélez,
1976; Agrios, 2002).

Tanto el macho y la hembra de nematodos son muy similares, siendo el primero
ligeramente mas pequeiio que la hembra. En los nematodos fitoparasitos

sedentarios si existe diferencia morfolégica entre ambos sexos; ya que la hembra

13
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se localiza en un area de la raiz del hospedante y se ensancha hasta adquirir una
forma esférica, de limoén, o de pera, sin embargo los machos siempre conservan la
forma alargada de gusanos. En el estado adulto las hembras y los machos son
facilmente apreciados en el microscopio compuesto debido a su aparato
reproductor. Las hembras poseen uno a dos ovarios seguidos por un oviducto y
atero que finaliza en vulva. Mientras que la estructura reproductora del macho es
semejante a la hembra; pero estd constituida por un testiculo, vesicula seminal
gue termina en un orificio comun con el intestino. Ademas en el macho existen un

par de espiculas copulatorias sobresalientes (Gonzalez, 1976; Agrios, 2002).

Una caracteristica que solo poseen los nematos fitoparasitos es una estructura
hueca localizada en la regién anterior (cabeza) denominada estilete. Este ultimo
les permite perforar o penetrar células vegetales y extraer nutrientes causando
enfermedades en los agroecosistemas (Pefia-Sanchez y P&ez-Mendieta, s.f.).
Con respecto a la caracteristica morfolégica mas representativa de los nematodos
fitoparasitos (estilete) Guerrero (2007) considera que como todos los organismos,
su variabilidad morfolégica depende de las adaptaciones a su medio de

alimentacion y al aislamiento reproductivo.

2.6.2. Ecologiay distribucion.

Para Guzman-Piedrahita, et al., (2012) las estrategias evolutivas desarrolladas por
los nematodos les permitieron abarcar un amplio habitat migratorio: el cual
comprende ectoparasitos, semi-endoparasitos y endopardsitos. Esto ultimo debido
a gue los nematodos fitoparasitos pueden localizarse en yemas, hojas y tallos de
la planta (parte area); sin embargo es la rizosfera el principal habitat para la

mayoria de ellos (Gonzalez, 1976; Rivera-Coto, 2007).

14
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Cuando los nematodos utilizan la parte exterior de la raiz para alimentarse se
denominan ectopardsitos, teniendo como caracteristica morfolégica predominante
un estilete largo como los géneros Hemicicliophora sp. y Criconemella sp.,
herramienta que utilizan para perforar las células vegetales. Los nematodos semi-
endoparasitos solo introducen la parte anterior de su cuerpo en la raiz mientras
que la seccion posterior permanece en el suelo; teniendo como géneros mas
representativos a Rotylenchulus sp. y Tylenchulus sp. .Sin embargo el proceso de
perforacion de las células vegetales en cualquier género es similar. Una vez
finalizada la eclosién de los nematodos estos ultimos se dirigen a las raices,
utilizando una forma mecanica para mover el estilete (hacia delante y hacia atras),
0 en algunos casos logran su objetivo moviendo su cuerpo de forma rotativa
(Rivera-Coto, 2007).

Por su parte los nematodos que penetran totalmente la raiz, se alimentan, crecen
y maduran y depositan huevos dentro de la raiz o unidos a esta son llamados
endoparasitos. Estos ultimos se dividen claramente en dos grupos debido a su
movilidad: migratorios y sedentarios. Los primeros se introducen por completo en
la raiz, cambian y se desplazan del tejido continuamente, alimentandose conforme
se movilizan (Ejemplos: Pratylenchus sp. y Radopholus sp,). Los nematodos
endoparasitos sedentarios tienen un sitio fijo de alimentacion, pierden movilidad y
adquieren forma globosa; entre los géneros mas representativos se encuentran

Meloidogyne sp. y Heterodera sp. (Gonzéalez, 1976; Rivera-Coto, 2007).

2.6.3. Ciclo de nematodos fitoparasitos en cultivo

Arauz-Caballini (1998) considera el desarrollo de una poblacion de nematodos en cultivo
involucra una serie de procesos: supervivencia, diseminacion, infeccién, alimentacion y

reproduccion.

15
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Una capacidad evolutiva de supervivencia de los nematodos fitoparasitos (ademas
de abarcar un amplio habitat migratorio), es el de permanecer viables; pese a un
ambiente desfavorable, o inclusive en ausencia de hospedero (Arauz-Caballini,
1998). Segun Agrios (2002) en el caso de los nematodos sedentarios
especializados, los huevecillos, etapas larvarias preparasitas y machos se
encuentran en el suelo durante toda su vida o gran parte de ella. Considerando lo
anterior y utilizando como base el triangulo de la enfermedad (ambiente favorable,
huésped susceptible, patdégeno virulento), Rivera- Coto 2007 considera que en
ausencia de un hospedero susceptible, los nematodos solo forman parte de la
masa del suelo; pero una vez que el cultivo es sembrado, se agregan cerca de las
raices vegetales. Es de resaltar el enfoque de Arauz-Caballini (1998) acerca de
gue los nematodos pueden sobrevivir periodos, meses, 0 semanas en estados de
baja actividad metabdlica: como reposo (inducido por factores ambientales) o la
diapausa (inducida por factores enddgenos). Ademas de permanecer entre

siembras y en diferentes hospederos.

El proceso de diseminacién puede generarse a una distancia tanto corta como
larga, siendo impulsada por diversos factores. Los nematodos tienen al menos un
estado movil en su ciclo de vida, el cual les permite desplazarse distancias cortas
(solo algunos centimetros por afio). Pese a lo anterior dicho desplazamiento
puede ser favorecido por factores como: contenido de agua en el suelo, textura,
tamafio del poro y pendiente (Arauz Caballini, 1998).Y es que segun Agrios (2002)
los nematodos se mueven con mayor rapidez en el suelo cuando los poros de esta
se encuentran llenos de una pelicula delgada de agua (micrémetros) es decir,
cuando el suelo se encuentra inundado. Ademas de que los huevecillos de los
nematodos se incuban libremente en el agua en ausencia de cualquier estimulo
especial. La diseminacion local de nematodos se ve favorecida por el equipo
agricola, irrigacion, agua inundada de drenaje, patas de animales y tolveras.

Mientras que el esparcimiento a grandes distancias se da por transporte de suelo
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(maquinaria, bolsas de vivero) o de material vegetal infectado (tubérculos,

semillas, cormos, plantas de vivero) (Agrios, 2002; Arauz Caballini, 1998).

El proceso de infeccidbn y patogénesis se encuentra vinculado al inicio de
alimentacion del nematodo fitoparésito y por tanto al desarrollo posterior de la
enfermedad en las plantas. Es decir que este Ultimo inyecta una enzima digestiva
(saliva) a la planta por medio del estilete, la cual promueve un tipo de digestion
extraoral: otorgando mayor fluidez, facil ingestion y asimilacion del contenido
celular. Sin embargo dicho proceso alimenticio al vegetal le ocasiona
debilitamiento y/o muerte celular en raices, raicillas, puntos de crecimiento.
Ademas genera lesiones, quiebre de tejidos, abultamientos, agallas, y distorsion
en ramillas y hojas. Algunos géneros de nematodos fitoparasitos inducen
hipertrofias en las plantas, las cuales desarrollan células gigantes o bien detienen
el crecimiento por dafio a puntos meristematicos tanto en raices y partes aéreas
(Besoain, 1999). Por su parte Talavera-Rubia (2003) indica que el nematodo al
utilizar el sistema radical para alimentarse, disminuye los mecanismos de la planta

para captar y transportar nutrientes al resto de sus componentes.

Por lo anterior autores como Guzman-Piedrahita et al., (2012) y Besoain (1999)
consideran que el dafio mecanico causado por los nematodos fitoparasitos es de
relevancia minima, mientras que enfatizan en que la saliva segregada durante el

proceso alimenticio es la causa de enfermedades en las plantas.

Arauz-Caballini (1998) indica que el proceso reproductivo del nematodo es sexual
en forma anfimictica (involucra ambos sexos), partenogenéticamente, pero nunca
asexualmente. Su ciclo de vida tiene una duracion de unas 3 a 4 semanas el cual
corresponde a: huevo, 4 estadios juveniles (etapa donde se generan mudas previo
a la etapa adulta) y adultos (estado en el cual son facilmente identificables por la
presencia de un sistema reproductor). Es importante resaltar que la primera y

segunda muda se realiza dentro del huevo, del que posteriormente eclosionan y
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es justo esta etapa la mas infectiva en la mayoria de las especies (CSRservicios,
2015; Talavera-Rubia, 2003).

2.6.4. Factores fisico-quimicos esenciales para el desarrollo del nematodo en

suelo

Los nematodos fitoparasitos son habitantes exclusivos del suelo, el cual se
encuentra en constante cambio (Ferris et. al, 2007 citado por Gonzélez- Guitron,
2013), ademas se considera un microambiente en el cual pueden sobrevivir,

proliferar o por el contrario desaparecer determinadas especies de organismos.

Si se considera el suelo como un sistema viable para albergar determinados
géneros y especies de nematodos se deben analizar parametros clave como:
textura, contenido de humedad, capacidad de intercambio catiénico, pH y materia
organica del mismo (Gonzalez-Guitrén, 2013).

Gonzalez-Guitréon, 2013 vincula el factor de humedad del suelo al aumento o
disminucién de poblaciones de nematodos. Especificando, que cuando la
humedad del suelo disminuye la poblacidn de nematodos decrece y solo los
huevos persisten en condiciones adversas. Y es que a pesar de que los
nematodos no poseen Organos especializados para respirar, utilizan la cuticula
para difundir y asimilar el oxigeno disponible. Ademas estos organismos tienen un
consumo elevado de oxigeno: alrededor de 1000 ml/kg/h (Rivas, Serrano,

Paniagua y Villacorta, 2002).

Otro factor que influye para el aumento de la poblaciébn de nematodos es la
temperatura la cual debe ser Optima para el desarrollo de determinadas especies.
En el caso de los fitoparasitos se ha encontrado que se inactivan a temperaturas
extremas entre 5-15° C Y 30 -40° C, siendo el éptimo de actividad de entre 15 a
30° C (Rivas, et al., 2002).
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La textura de los suelos es una mezcla de arenas, limos y arcillas lo cual genera
un efecto importante en la microbiota y en el movimiento de los nematodos
(Gonzéalez-Guitron, 2013). Es la textura Franco-arenosa la méas beneficiosa para el
movimiento de los nematodos; por el contrario la arcilla 0 muy gruesa inhibe su
desplazamiento (Georgis et al.1983; Choo et al.,, 1995 citados por Gonzalez-
Guitrén, 2013). Y es que los nematodos debido a sus caracteristicas filiformes
pueden aprovechar la porosidad del suelo (tamafio éptimo de particula de acuerdo
a la especie) para desplazarse. Es decir que el movimiento de los nematodos se
encuentra vinculado al diametro de los poros del suelo, la cantidad de agua en el
espacio poroso y al diametro del mismo nematodo (Sasser, 1989 citado por
Gonzalez-Guitrén, 2013).

Con respecto al pH Vander Wal citado por Arayo-Blanco, 2008 indica que la
acidez del suelo no solo influye en el desarrollo vegetal, sino también repercute
indirectamente en los nematodos que se alimentan de este. Norton (1989)
considera que el pH esta implicado no solo en la disponibilidad de nutrientes, la
sobrevivencia de las plantas y la respuesta de los nematodos; este factor también

es afectado por la incorporacion de materia organica.
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2.7. Generalidades del rosal

Actualmente las rosas son una de las especies vegetales mas conocidas,
cultivadas y solicitadas como flor de corte; debido a su atractivo follaje, diversidad
de colores y agradable aroma. Segun datos de Young, 2004 la produccién mundial
de floricultura es de aproximadamente 190 000 hectéareas, de las cuales 4 000 se

destinan solamente al cultivo de la rosa.

Perteneciente a la familia de las Rosaceas, la rosa (Rosa spp.) es un arbusto
lefioso, el cual puede diversos tamarfios, los cuales se encuentran sujetos a las
multiples variedades existentes en todo el mundo. Sin embargo pueden alcanzar

de 2 a 3 metros de altura (Aguilar y Aguilar, 2008).

Por su parte la raiz se caracteriza por ser pivotante (alcanza de 1 a 2 metros la
parte subterranea), y permite anclar y sostener la planta hacia el suelo. A nivel
funcional le permite al vegetal extraer agua y nutrientes del suelo, acumular
sustancias nutritivas y conducirlas hacia el tallo (Martinez citado por Rocha-Rocha
2018).

Su tallo es de crecimiento erecto, de ramas lignificadas con espinas mas o menos
desarrolladas. Su coloracién abarca desde verde-tintes marron en plantas jovenes
y pardo a grisaceo en etapas adulta (Young, 2004). Las hojas que contiene el tallo
tienen un numero variable de foliolos, y su coloracion varia de color brillante a
mate (Aguilar y Aguilar, 2008; Young, 2004). Las flores sobresalen del tallo de
manera individual o solitaria, y tienen un nimero variable de sépalos, pétalos y
colores lo cual se encuentra en funcion a las distintas variedades (Aguilar y
Aguilar, 2008).

Es resaltable la clasificacién de las rosas en jardineria en tres grupos: rosas
silvestres, antiguas (variedades anteriores a 1867) y modernas o posteriores a la

fecha de las antiguas (Aguilar y Aguilar, 2008).
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Un factor fisicoquimico importante para el desarrollo de plantas cultivadas es el
pH, el cual indica el grado de acidez o alcalinidad del suelo. Considerando una
escala con valor maximo de 14, un valor de 7 indica neutralidad y los valores por
encima de este especifican alcalinidad. En caso de valores inferiores a 7

confirman un suelo acido.

Garrido-Valero,1993 confirma que las plantas cultivadas en general expresan un
mejor desarrollo en valores cercanos a la neutralidad; debido a que los elementos
nutritivos se encuentran mas facilmente disponibles y en un equilibrio adecuado.
Por otro lado en un suelo excesivamente &cido abundan hidrogeniones y aluminio:
impidiendo que elementos como calcio, magnesio, sodio 0 potasio permanezcan

en el (pasando a la fraccion soluble y eliminados con agua de lluvia o riego).

Con respecto a los cultivos de rosales su adaptabilidad y supervivencia es en
suelos de ligeramente acidos a ligeramente alcalinos; siendo ideal que el pH se
encuentre entre 6,5y 7,5 (Rau, 2004).
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2.8. Métodos de extraccion de nematodos de vida libre y fitoparasitos

Actualmente existen métodos que se utilizan de manera universal para extraer
nematodos de porciones de suelo y raices de plantas para determinar si dichos
ejemplares son de vida libre o fitoparasitos. Entre los métodos de extraccion
empleados de manera general en los laboratorios de nematologia segun Mcsorlen
(citado por Hernandez-Ochadia, Rodriguez - Hernandez, Miranda-Cabrera, 2016)
se encuentran: centrifugacion-flotacién, aparato de Fenwick, tamizado,
decantacion, embudo de Baerman. Ademas sefiala que los métodos de extraccion
estan basados en utilizar las caracteristicas propias de estos organismos: como
tamafo de sus cuerpos, movilidad, habitos de vida, entre otros. Especifica que los
meétodos de extraccion deberian de remover los estados de todas las especies con
100% de eficiencia; sin embargo en la practica rutinaria dentro del laboratorio
repercutira (en la eficiencia de los mismos): el tipo de suelo, temperatura,
momento del muestreo y el tipo de cultivo seleccionado. Es de resaltar el enfoque
con respecto a los métodos de extraccion de Besoaim-Canales, 1999 el cual
enfatiza que dichos métodos presentan un rango de eficiencia caracteristico para
cada género de nematodo. Resulta pertinente para el siguiente trabajo el
mencionar las generalidades de los métodos de extraccion: Fenwick, embudo de

Baerman y Tamizado-centrifugado con solucién azucarada.
2.8. 1. Método de Fenwick

Para Mufioz et al., 2017 la técnica utiliza como dispositivo un embudo colocado
sobre una jarra trapezoidal, presenta unos soportes del embudo y una aleta que
bordea la jarra el cual termina en un solo conducto. Es en el embudo que se
coloca el tamiz con la muestra de suelo seca. Autores como Eck, Equiguren,
Défaz, Revelo y Cedefo, 1984 sefialan que el método de Fenwick tiene como
fundamento que los quistes secos de nematodos flotan y la tierra mojada se
precipita al fondo del tanque. Los quistes que flotan al rebotar en el tanque salen

por el collar del aparato y son recolectados en tamices de 175 a 250 micras.
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2.8. 2. Método de Embudo de Baerman

Esta técnica recolecta la muestra de suelo o tejido macerado dentro de una
envoltura o filtro poroso, ubicada en la parte superior de un embudo lleno de agua
con un cierre en la parte inferior. Una vez que han transcurrido 24 horas los
nematodos presenten en la muestra migran por fuerza de la gravedad hacia la
base del embudo, donde son recolectados en un vaso de precipitados para su
observacion. Bezcoijen citado por citado por Hernandez-Ochadia, Rodriguez -
Hernandez, Miranda-Cabrera, 2016 refiere que la eficiencia de dicho método es

baja; pero resulta una técnica de bajo costo y poco consumo de agua.
2.8. 3. Técnica de centrifugacién-flotacion en soluciéon azucarada

Para Talavera-Rubia, 2003 este método tiene como fundamento el utilizar la
densidad especifica; mediante centrifugaciones diferenciales en gradientes de
sacarosa o sales. Para autores como Sosa-Moss, Perdomo- Roldan, Brathwaite y
Salazar-Cruz, 1996 resulta un método muy preciso para extraer nematodos de
muestra de suelo y 6rganos vegetales infestados; debido al alto porcentaje de
ejemplares recuperados (vivos 0 muertos). Ademas de que es posible utilizar una
submuestra mas grande que resulta ser mas representativa. Otras ventajas segun
Hernandez-Ochardia et al., 2016 es que resulta favorable por el nimero de
especimenes recobrado de suelo de tipo Ferralitico (150, 250, 350g de suelo).
Mencionan ademas que la recuperacion de nematodos es limpia lo cual permite la
visualizacion facil de ejemplares en el microscopio, la extraccion de nematodos

lentos (como Criconematidae) y de las formas inactivas.

Sin embargo considerando las desventajas del método Hernandez-Ochardia et al.,
(2016) mencionan que la técnica debe realizarse con rapidez; debido a que los
nematodos se pueden deformar y por tanto ser dificiles de identificar.

Para autores como Sosa-Moss et al,.(1996) uno de los dispositivos esenciales de

23




UnADM

Universidad Abierta y a
Distancia de México

la técnica es la centrifuga, herramienta de costo elevado y que no se encuentra

disponible en todos los laboratorios de diagnéstico fitosanitario de América Latina.

2.9. Muerte y fijacién de nematodos filiformes

La solucién obtenida producto de la extraccion de las muestras de suelo, se
somete a calentamiento para matar los nematodos presentes en la muestra.
ICAMEX, 2008 resalta que el objetivo de dicho procedimiento es clave para la
establecer la identidad de los nematodos. Debido a que el cuerpo de los
nematodos adquiere una forma caracteristica dependiendo del género; lo cual es
muy importante en la diferenciacion de los especimenes parasitos y los de vida
libre. Existen técnicas diferentes para matar nematodos, como por ejemplo
Echandi (1967) sefiala que la muerte se realice posterior a la recoleccion. Es decir
una vez obtenido el ejemplar vivo de la solucion (dentro del disco de siracusa), se
coloque sobre un portaobjeto calentado sobre una ldmpara de alcohol (entre 5y 6

segundos); para inactivar y relajar al nematodo.

2.10. Aislamiento y montaje de ejemplares

Una vez finalizado el proceso de extraccion de nematodos, se requiere realizar un
montaje; esto implica afiadir la solucion extraida a un disco de Siracusa, capturar
uno a uno los nematodos con la ayuda de una ajuga de diseccion y colocarlos
sobre una preparacion microscopica la cual puede utilizar desde glicerina hasta
solucion Robbins (Echanti, 1967; ICAMEX, 2018).

Corney, Nicol y Claudius-Cole (2007) seifalan que existe diversidad de utensilios
para capturar o pescar nematodos como; alfiler fino de los utilizados para insectos,
una astilla de bambu, una pestafia o cerda de pincel fino pegada al extremo de

una aguja enmangada, un palillo de dientes afilado o la parte central de una pluma
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de pajaro. Ademas recomiendan para facilitar la técnica localizar el nematodo y
levantarlo son delicadeza, dirigirlo hacia fuera del agua; procurando que el
nematodo quede en la punta del instrumento seleccionado para la captura.

Debido a la naturaleza translucida de los nematodos (se ve a través de ellos) es
dificil identificarlos a simple vista; por lo cual la observacién con luz transmitida
colocada debajo de la platina de una lupa binocular ayuda visualizarlos. El
microscopio estereoscopico permite visualizar, recolectar e identificar los
nematodos en la solucion acuosa; siempre y cuando se ajuste el objetivo del
mismo para mantener enfocado el ejemplar (Corney, Nicol y Claudius-Cole, 2007).
Para ejecutar el proceso de montaje Echanti (1967) recomienda utilizar una gota
de glicerina dispuesta sobre el centro de un portaobjetos e ir transfiriendo los
nematodos del mismo didmetro a dicha gota. Posteriormente indica que se
requiere colocar tres varillas de vidrio (de diametro mayor al de los nematodos) las
cuales sirven como soporte del cubreobjetos que cubre la gota que contienen a
los nematodos recién capturados. Para sellar la preparacion sefialan que debe

realizarse con zut coloreado.
2.11. Identificacion preliminar de nematodos fitoparasitos

Los nematodos fitoparasitos en su mayoria exhiben un aspecto filiforme (de entre
0,1 y 3mm), y al ser vistos en microscopio lucen traslucidos. Es decir que se
puede ver a través de ellos los érganos que los conforman (sin membranas),
envueltos en una cavidad pseudocelémica y carentes de sistema respiratorio y

circulatorio (Rivas, Sermefio, Paniagua y Villacorta, 2002).

Para comenzar el reconocimiento de los érganos que integran el cuerpo del
nematodo es necesario ubicar la cabeza y la cola del nematodo (ilustracion 2).
Posteriormente dividir de manera imaginaria su cuerpo en dos partes iguales,
donde de la cabeza hacia la mitad del cuerpo corresponde a la parte anterior y de
la mitad del ejemplar hacia la cola se denomina parte posterior. Es en la region
cefalica donde se encuentra la caracteristica que define la identidad de los
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nematodos fitoparasitos denominada estilete. Dicha estructura termina en nédulos
basales (los cuales permiten el movimiento del estilete). Tanto el estilete como los
nédulos basales en algunos géneros de nematodos fitoparasitos se encuentran de
manera muy acentuada y en otros casos son elementos ligeramente visibles.
(Avena-Arambul, et al., 2016; Rivas et al., 2002).En la ilustracion niamero 3 nos
muestra como se encuentra conformado un nematodo fitoparasito hembra desde
Su region anterior (estilete, procorpus, metacorpus, anillo nervioso, poro excretor,
glandula esofagica) hasta la parte posterior (oviducto, espermateca, Utero, vulva y

cola).

Es posible diferenciar los estadios juveniles de la etapa madura en los nematodos;
debido a que la vulva en la hembra, la espicula del macho y el ano son visibles
Gnicamente en adultos; siendo estos criterios utilizados para la clasificacion.
Algunas especies presentan dimorfismo sexual; donde la hembra muestra una

apariencia globosa y el macho es siempre vermiforme (Rivas et al., 2002).

llustracién 2. Morfologia y anatomia de la parte anterior
(cabeza) y posterior (cola) de nematodos tomada del Manual
técnico: nematodos asociados a limén pérsico y otros citricos
en Fincas de el Salvador de Rivas. Sermefio, Paniagua y
Villacorta, 2002.
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llustracién 3. Morfologia y anatomia completa de un
nematodo fitoparasito tomada del Manual técnico:
nematodos asociados a limén pérsico y otros citricos
en Fincas de el Salvador de Rivas, Sermefio,
Paniagua y Villacorta, 2002.
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2.12. Géneros fitoparasitos relevantes

Segun datos de Arauz-Caballini (1998) se reconocen poco mas de cien géneros
de nematodos fitoparasitos. Con respecto a la clasificacion taxonémica Rivera-
Coto describe que los nematodos fitoparasitos se encuentran agrupados en tres
ordenes principales: Aphelenchida, Tylenchida y Dorylaimida. EI mismo autor
sefala que es el orden Tylenchida el que contiene el mayor nimero de géneros y
especies parasitas y el de mayor relevancia a nivel econémico. Arauz-Caballini
(1998) considera que las diferencias entre familias se basan en caracteristicas
morfoldgicas tales como: regién cefalica, fusion del procorpus con el metacorpus,
presencia de uno 0 mas ovarios, tipo de traslape entre esofago e intestino, tipo de
estilete, forma de la hembra, profundidad de anillos cuticulares y presencia del

ducto de la glandula esofagica dorsal en procorpus.

Rivera-Coto (2007) remarca que existen 10 géneros de nematodos fitoparasitos de
importancia mundial: Meloidogyne sp., Pratylenchus sp., Heterodera sp.,
Dytylenchus sp., Globodera sp., Tylenchulus sp., Xiphinema sp., Radopholus sp.,
y Helicotylenchus sp. Para INTA, 2018 entre los géneros mas representativos de
nematodos fitoparasitos que se encuentran para el sistema radicular Meloidogyne
sp. (nematodo del nédulo de la raiz), Nacobbus sp. (falso nematodo del nédulo de
la raiz) y Pratylenchus sp. (nematodo de la lesion radicular). Por su parte
considera nematodos quiste a Heterodera sp. y Globodera sp. y especifica con
respecto al tallo al nematodo Ditylenchus sp. Y basandose en una peculiaridad
morfolégica sefiala a Xiphinema sp. (nematodo daga), Rotylenchulus sp.

(nematodo reniforme), y Helicotylenchus sp. (hematodo espiral).
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2.12. 1.Nematodos parésitos del rosal.

Para Monrroy-Rojas (2010) los nematodos fitoparasitos que atacan el cultivo del
rosal son: Meloidogyne sp., Pratylenchus sp., Xiphinema sp., los cuales penetran e
invaden sus raices. En especifico considera que Meloidogyne sp. y Xiphinema sp.
generan un hinchamiento o agallas de la raiz debido a las alteraciones del
metabolismo de los compuestos hormonales (dentro o fuera de las agallas). Y
menciona que Pratylenchus sp. causa lesiones de la raiz visualizadas como areas

pigmentadas con células muertas.

Por su parte la Fundacién PRODUCE Chiapas, a. c., 2016, reconoce 4 especies
de nematodos fitoparasitos identificados en la rosa: Meloidogyne hapla (llustracion
4), Xiphinema diversicaudatum (llustracién 5), y de lesion sefiala a Pratylenchus
penetrans (llustracion 6) y Patrylenchus vulnus. A continuacion son presentadas
las fotomicrografias de los ultimos tres nematodos fitoparasitos anteriormente

sefalados.

Claire, E. (2016). M. hapla [llustracion 4]. Recuperado de
http://blogs.cornell.edu/pethybridgelab/pre-pant-risk-of-root-
knot-nematode-to-potato-and-carrot/m-hapla/

29




Zeng, Y., Ye, W,, Zhang, Z., Sun, H, Yong, L., Huang, Y.
Zhao,K., Liang, H., Kern, J. (2016). Morphological and molecular
characterization of Xiphinema species from Shenzhen, China.
[llustracién 5]. Recuperado de
https://content.sciendo.com/view/journals/helm/53/1/article-
p62.xml

Departament of Primary Industries and Regional Development. Pratylenchus penetrans: a

horticulturally significant root lesion nematode. [llustracién 6]. Recuperado de

https://www.agric.wa.gov.au/carrots/pratylenchus-penetrans-horticulturally-significant-root-
lesion-nematode
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2.13. Anadlisis previo de identificacion de nematodos fitoparasitos en

condiciones de invernadero.
2.13. 1.Material de estudio

El laboratorio de fitopatologia de ICAMEX durante el periodo de junio-agosto de
2018 realizo el diagnostico de nematodos fitoparasitos, utilizando como material
de estudio 20 muestras de suelo de cultivo de rosales establecidos bajo
condiciones de invernadero dentro del CITT Rancho La Paz y CITT Rancho El
Islote (ubicados en el municipio de Villa Guerrero, Edo. Méx.). De las 20 muestras

4 corresponden a CITT Rancho La Paz y 16 al Rancho El Islote
2.13. 2. Area de estudio

Segun datos del INEGI, 2009 el municipio de Villa Guerrero tiene un clima
templado y una temperatura de entre 6 a 22°C. Por su parte las condiciones de
invernadero del cultivo del rosal requieren conservar una temperatura ambiente de
entre 18 a 21°C. Dentro del invernadero del CITT Rancho La Paz y 16 CITT
Rancho El Islote la recoleccion de muestras se realizO mediante un muestreo
aleatorio de diferentes variedades de rosa, donde la edad de los cultivos ronda
aproximadamente 4 afios. Dicha recoleccion de muestras se realiz6 durante los

meses de junio, julio y agosto del 2018.

Dentro de las variedades de rosas que se cultivan en el invernadero “Rancho La
Paz” destacan: Grandeza, Pureza, Coral. Por su parte en “Rancho El Islote” se
cultivan variedades como: Vendella, Could Water, Prow, Hummer, Caricia,

Abnesia y Nautica.
2.13. 3.Resultados obtenidos

Se encontraron 8 géneros de nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de rosa
en los invernaderos del CITT Rancho La Paz y CITT Rancho El Islote En el

primero se encontraron presentes: Tylenchus sp., Aphelenchus sp. , Meloidogyne
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sp y Helicotylenchus sp. Por su parte en “Rancho El Islote” se emitié diagndstico
positivo a nematodos fitoparasitos los géneros: Criconemoides sp., Ditylenchus
sp., Tylenchus sp., Thilenchorynchus sp., Aphelenchus sp. , Meloidogyne sp.,

Helicotylenchus sp. y Hemicyclophora sp.

A continuacion se presentan las caracteristicas morfologicas de los géneros

fitoparasitos encontrados.

2.13.3.1. Caracteristicas morfologicas del género de nematodo fitoparasito:

Aphelenchus sp.

Segun Espinosa, Fuentes, Jaraba y Lozano (2004) este nematodo exhibe un
cuerpo cilindrico, el bulbo esofagico desarrollado el cual ocupa tres cuartas partes
del ancho del cuerpo, el estilete carece de nddulos. Por su parte mencionan que
las hembras tienen cola con fasmidios terminales y los machos poseen una
espicula ligeramente arqueada. Para Avena-Arambul, Cecefia-Duran, Gonzalez-
Mendoza, Grimaldo-Juarez y Durdn-Hernadndez, 2016 enfatizan en que este
género tiene el bulbo medianamente grande y muy redondeado como se hace
evidente en la ilustracion 7(A).

llustracion 7. Fotomicrografia de la estructura de nematodo fitoparasito Aphelenchus sp
donde se aprecia la cabeza (A) y cola (B) de la coleccion del laboratorio de fitopatologia
del ICAMEX, 2018.
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2.13.3.2. Caracteristicas morfolégicas del género de fitoparasito: Tylenchus

sp.

Entre las caracteristicas morfoldégicas mas representativas de este ejemplar se
encuentra un estilete delgado y pequefio Avena-Arambul, et al., (2016). En cuanto
a las hembras sefialan que la vulva de las hembras se encuentra entre 55 y 60%
de la parte anterior de la cabeza. Para Espinosa, et al., (2004) los machos
presentan bursa conspicua y cola filiforme. En la ilustracion 8 se hacen evidentes

dichas caracteristicas morfoldgicas.

llustracién 8. Fotomicrografia del cuerpo completo de un fitoparasito Thylenchus sp. (A)
y de la cola (B), de la coleccion del laboratorio de fitopatologia del ICAMEX, 2018.

2.13.3.3. Caracteristicas morfolégicas del género de fitoparasito:

Helicotylenchus sp.

La caracterizacion morfologica de este género para Espinosa, et al., (2004) es
claramente identificable debido a que su cuerpo adquiere una forma de
espiral cuando se encuentra en reposo coOmo es posible visualizar en la
ilustracion 9 (A). Sefalan que la regién labial es redondeada o anteriormente
aplanada o truncada y estilete es moderadamente largo. Con respecto a las
hembras sefialan que la vulva estd localizada posterior al punto medio del

cuerpo, la cola es redondeada o casi puntiaguda.
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llustracién 9. Fotomicrografia del cuerpo completo de un
fitoparasito Helicotylenchus sp. obtenido de una preparacién
temporal realizada dentro del laboratorio de fitopatologia del
ICAMEX (2018). La muestras de suelo de rosal es proveniente
de Villa Guerrero, Edo. Méx. en condiciones de invernadero.

2.13.3.4. Caracteristicas morfolégicas del género de fitoparasito:

Meloidogyne sp.

Las hembras de este género son identificables debido a que tienen un cuerpo
redondo en forma de pera (facilmente visibles en la etapa madura) y cuello
prominente. La regiébn de la cabeza no se encuentra separada del cuello.
Contienen anillos de la cuticula en la regién de la cabeza y la parte posterior
patrén perineal) .El patron perineal es utilizado para establecer la especie de
Meloidogyne sp. (Castillo-Marroquin, 2014; Rosas-Hernandez, 2015). Para
Rosas-Hernandez (2015) en los machos se visualiza un cuerpo piliforme, disco
labial alto y redondeado. Este ultimo se encuentra fusionado con los labios medios
formando una region labial alargada y ligeramente separada del cuerpo. Su
estilete es fuerte, cono recto y agudo, columna cilindrica, los nédulos son
alargados redondeados y separados de la columna. Ademas presentan uno o dos

testiculos, espiculas arqueadas, cola corta y redondeada. Segun la ilustracion
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namero 10 de Medina, Renato, Perichi y Jauregui (2011) muestra al nematodo
fitoparasito de Meloidogyne salasi. Para lo cual ubica a la hembra en las letras
A,B,C: Cuerpo entero (rp=region perineal); D: region anterior; E,F: Patrones
perineales. Juvenil de segundo estadio. G: Region anterior; H,l: Cola; N: Cuerpo
entero. Macho. J: Parte anterior; L: Region cefélica; K: Extremo posterior
(e=espiculas, g=gubernaculo); M: Campos laterales con aerolacién (Barras en
ABCN=100pm;enD=50pum,enE,F20um;enG,H,LILJKLM=10 um).

Medina, Renato, Perichi y Jauregui. (2011).Meloidogyne salasi (hematoda:

meloiodogynidae) en arroz en Venezuela [llustracion 10]. Recuperado de

https://www.researchgate.net/figure/Meloidogyne-salasi-Hembra-A-B-C-

Cuerpo-entero-rpregion-perineal-D-region_figl 269101634
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2.13.3.5. Caracteristicas morfolégicas del género de fitoparasito:

Criconemoides sp.

Este ejemplar de fitoparasito tiene como caracteristica representativa para
Taylor (1971): grandes anillos en las hembras y larvas, y pequefios en machos
alrededor de su cuerpo como se hace evidente en la ilustracion nimero 11.
Menciona que el estilete es de tamafio mediano y que frecuentemente hace
falta en machos. La vulva de la hembra se encuentra cerca de la parte
posterior del cuerpo con anillos modificados en la abertura. La cola es de

redondeada a puntiaguda en las hembras.

llustracion 11. Fotomicrografia del cuerpo completo de un fitoparasito
Criconemoides sp obtenido de una preparacion temporal realizada
dentro del laboratorio de fitopatologia del ICAMEX (2018).La muestras
de suelo de rosal es proveniente de Villa Guerrero, Edo. Méx. en
condiciones de invernadero. Elaboracion propia

2.13.3.6. Caracteristicas morfolégicas del género de fitoparasito:

Thylenchorynchus sp.

Considerando la descripcion de Rivas et al., 2002 este género contiene un estilete
bien desarrollado, el cual disminuye anteriormente de forma acicular y no de forma
tubular como es visible en la primer imagen de la ilustracion numero 12.
Mencionan que los nédulos basales pueden ser redondeados o con la parte
anterior en forma de copa. Indican que la cola es cilindrica conoide. Por su parte

las hembras contienen campos laterales de entre 2 o 5 lineas, una region labial
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redondeada y separada por una constriccion leve o continua en el cuerpo. De los
machos remarcan que las espiculas y la cola se encuentran ligeramente

arqueadas y cubiertas por bursa.

NEVAL (2017). Dafios provocados por Tylenchorhynchus spp.
[llustracion 12]. Recuperado de  http://www.ne-val.com/danos-
provocados-tylenchorhynchus-spp/

2.13.3.7. Caracteristicas morfolégicas del género de fitoparasito:

Hemicycliophora sp.

Para Taylor (1971) el cuerpo de estos fitoparasitos se encuentra cubierto por
una vaina semejante a una cuticula en vias de muda, carente en machos como
se muestra en la ilustracién numerol13 (de la regiéon cefélica del nematodo). El
estilete es delgado, alargado y con bulbos basales bien desarrollados en las
hembras, y ausente en machos. La vulva en las hembras de este género se
encuentra situada en el cuarto posterior del cuerpo. La cola varia entre
hembras y machos, donde las primeras puntiaguda a truncada y redondeada,
mientras que en los segundos es coénica, puntiaguda y frecuentemente de
longitud igual a varias veces la anchura de la regién anal. Los machos

presentan espiculas grandes y curvadas y una aleta casi al final del cuerpo.
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llustraciéon 13. Fotomicrografia del cuerpo completo de un
nematodo fitoparasito Hemicycliophora sp obtenido de
una preparacion temporal realizada dentro del laboratorio
de fitopatologia del ICAMEX (2018). La muestra de suelo
de rosal utilizada es proveniente de Villa Guerrero, Edo.
Méx. en condiciones de invernadero. Fuente propia.
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3. Hipotesis

Un diagnéstico fitonematoldgico utilizando métodos tradicionales permitira

identificar géneros de nematodos fitoparasitos presentes en muestras de suelo de

rosal.

3.1 Objetivo general

Determinar mediante un diagnéstico fitosanitario, nematodos fitoparasitos

asociados al cultivo del rosal (Rosa sp.) provenientes de muestra de suelo del

Conjunto SEDAGRO, en el municipio de Metepec, Edo. Méx.

3.1.1. Objetivos especificos

Extraer nematodos fitoparasitos de 20 muestras de suelo de rosal utilizando
la técnica Tamizado — centrifugado.

Realizar montaje en preparaciones en fresco o de Robbins.

Identificar los géneros de nematodos fitoparasitos presentes en muestras
de suelo de rosal (Rosa sp.) mediante microscopia (microscopio
estereoscopico y compuesto) claves taxondmicas bibliografia especializada.
Especificar el pH de suelo de los rosales (Rosa sp.) de Metepec, Edo.
Méx. y los géneros de nematodos fitoparasitos prevalecientes.

Comparar géneros de nematodos fitoparasitos encontrados en muestras de
suelo de rosales provenientes del invernadero del CITT Rancho la Paz y
Rancho el Islote (Villa Guerrero, Edo. Méx.) y los prevalecientes bajo un
cultivo abierto del Conjunto SEDAGRO del municipio de Metepec, Edo.
Méx.
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4. Metodologia

El protocolo sefialado por el Manual de nematologia del laboratorio de
fitopatologia del ICAMEX, 2008 para realizar diagnéstico de nematodos
fitoparasitos, requiere seguir cuatro pasos fundamentales: extraccién, montaje de
ejemplares en preparaciones microscopicas (aislamiento), visualizacion de
caracteristicas morfolégicas y la posterior comparacion con literatura
especializada. La ilustracion 14 nos muestra la metodologia general para aplicar

dicho diagndstico en muestras de suelo de rosales.

DIAGNOSTICO DE NEMATODOS FITOPARASITOS

l TECNICA O INSTRUMENTO |

b

Extraccion de nematodos Tamizado- Centrifugado

B v
A Montaje directo sobre —— Solucién de Robbins
S preparaciones temporales
£ |
Identificacion de géneros Microscopia y bibliografia
. e especializada
fitoparasitos
Determinar pH de suelo para
vincularlo el rango obtenido Potenciémetro
a los géneros fitoparasitos
nhtenidns 1
Comparar géneros a) CITT « Rancho El Islote y Rancho La Paz
ANALISIS fitoparasitos encontrados (Villa Guerrero, Edo. Méx.
~ en condiciones de b) Conjunto SEDAGRO (Metepec, Edo. Méx.
invernadero (a) y campo
abierto (b)

llustracion 14. Protocolo para realizar diagndstico cualitativo de nematodos fitoparasitos. Fuente: Elaboracion propia con base en el Manual
operativo del laboratorio de fitopatologia del ICAMEX, 2008.
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4.1. Material de Estudio

El manual operativo para el laboratorio de fitopatologia del ICAMEX (2018)
correspondiente a nematodos indica que las muestras a procesar deben ser
recolectadas de suelo y corresponder al area que rodea la raiz de la especie
vegetal seleccionada. Ademas recomienda que en caso de utilizar partes
vegetales; el tejido de las mismas debe conservarse turgente, y no en estado de
descomposicion. Para ejecutar el protocolo se utilizan 20 muestras de suelo del
cultivo de rosales en campo abierto del conjunto SEDAGRO en el municipio de
Metepec; Edo. Méx.

4.2. Extraccion por método de Tamizado- centrifugado

Segun Esquivel, 2013 la eleccion del método de extraccion depende de varios
factores: objetivo del estudio, eficiencia deseada, equipo disponible y condicién de
la muestra entre otros. Dentro de los objetivos del presente trabajo se encuentra la
identificacion de géneros de nematodos fitoparasitos utilizando Unicamente
muestras de suelo de rosales y métodos tradicionales. Considerando lo anterior
para la obtencién de resultados no se requiere aislar a nematodos en fases
moviles; por lo cual la técnica de tamizado y centrifugacibn con solucién
azucarada resulta pertinente. A nivel operativo dicho método utiliza soluciones de
gravedad especifica superior a los fluidos de los nematodos, y es eficaz para
extraer huevos, estados inmdviles, formas inactivas y nematodos muertos, siendo

ademas de bajo costo en comparacion a técnicas moleculares (ICAMEX, 2008).

La muestra de suelo que se ingresa a laboratorio de fitopatologia debe estar
contenida en una bolsa de plastico, rotulada (sitio de recolecciéon y tipo de
muestreo, especie vegetal seleccionada, periodo o temporada de recoleccion), y
superar la cantidad de 500 g por muestra. Se requiere ademas retirar basura,
piedras, raices, y homogenizarla de tal forma que se deshagan los terrones de

tierra.
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4.2.1. Materiales.

Son requeridos dentro del procedimiento de extraccion probeta de 1000 ml
aforada con agua potable a 500 ml (a), juego ordenado de tamices de 20, 60, 100,
200, 325 mallas (b), espatula (c), vaso de precipitados de 200 ml (d), 100 g de

suelo de rosales (e), tamiz de 500 mallas.

Para el proceso de centrifugacion por cada muestra de 150 ml se requiere:
centrifuga, balanza granataria, balanza analitica, 3 tubos para centrifuga de 50 ml,
agitador magnético, matraz Erlenmeyer de 200 ml, 3 g de talco, solucion

azucarada (22.8 g azucar + 50 ml de agua por tubo).

llustraciénl5. Materiales para extraccion utilizando
columna de tamices. Fuente propia

4.2.2. Procedimiento

Se rellena una probeta de 1000 ml siendo 500 ml de agua, aforando la muestra
con suelo hasta los 600 ml y se procede a homogenizar. Una vez que se logra la
combinacion del agua y el suelo, dicha solucién se vacia dentro de tamices, los
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cuales requieren un ordenamiento especifico: comenzando por la parte superior
en orden creciente de 20, 60, 100, 200, 325 mallas (ilustracién inferior a).
La Unica muestra que se conserva es la que corresponde a los tamices de 200 y
325 mallas los cuales con ayuda de una piseta y agua se recolecta en un vaso de
precipitados en una porcion no mayor a 150 ml (ilustracién inferior b). La solucién
obtenida de 150 ml se divide y se vierte en tres vasos de precipitados de 50 ml,
afadiendo 1.0 g de talco y se agita con las manos para homogenizarla (ilustracién
inferior ¢). A continuacién los tres tubos se colocan dentro de la centrifuga
utilizando 2900 rpm durante cinco minutos (ilustracion inferior d). Una vez
finalizada la primera centrifugacion se elimina el sobrenadante y se sustituye por
una solucién azucarada (ilustracion inferior €). Los vasos que ya contienen la
solucion azucarada se someten a una segunda centrifugacion de 2900 rpm. solo
por tres minutos. Entre los objetivos de realizar dos centrifugaciones sucesivas
segun INTA, 2018 se tiene; que durante la primera los nematodos se separan de
la arcilla, de la materia organica y de la fase acuosa. Por su parte durante la
segunda centrifugacion los nematodos son separados de la fase mineral. Una vez
finalizada la segunda centrifugacion las soluciones se vierten en el tamiz de 500
mallas, elimindndose la soluciébn azucarada con una piseta y recolectando la
solucion en un vaso de precipitados, evitando exceder 20 ml (ilustracion inferior f).
(ICAMEX, 2018).
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llustracionl6. Serie de fotografias ejecutando
protocolo de Tamizado-Centrifugado con solucion
azucarada, realizado en el laboratorio de
fitopatologia del ICAMEX. Fuente propia

4.3. Muerte y fijacion de nematodos

El método de tamizado-centrifugado permite obtener en un vaso de precipitado
20 ml de una solucion incolora que contiene nematodos (imperceptibles a simple
vista). Para obtener los nematos inactivos o muertos, la muestra contenida en un
vaso de precipitados se somete a un calentamiento dentro de otro vaso de
precipitados (durante un minuto) el cual contiene agua calentada a 80°C. El vaso
que contiene los nematodos se deja dentro del vaso de precipitados
(generalmente del doble de volumen) que solo contienen agua hirviendo, durante
un minuto. Trascurrido el tiempo se quita y se colocan 10 gotas de lactofenol
(ICAMEX, 2008).
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4.4. Montaje de ejemplares en fresco con solucion de Robbins.

Debido a su microscépico tamafio y naturaleza transparente es muy dificil
distinguir los nematodos a simple vista; por lo cual es necesario elaborar una
preparacion microscopica; la cual consiste en colocar el nematodo de estudio
entre el portaobjeto y cubreobjetos utilizando un medio liquido aclarador de

ejemplares denominado solucion de Robbins (ICAMEX, 2008).
4.4.1. Materiales

En la ilustracion nimero 17 se muestras los materiales de montaje: pescador de
nematodos (1), barniz transparente (2), disco de Siracusa para afiadir la muestra
(3) y otro que contiene pelo de angel con agua (4), solucién de Robbins (5), vaso
de precipitados de 100 ml que contiene 20 ml de solucién con nematodos (6),

microscopio estereoscopico (7), porta y cubreobjetos (ICAMEX, 2008).

llustracionl?. Fotografia de materiales para ejecutar protocolo de montaje, realizado
en el laboratorio de fitopatologia del ICAMEX. Fuente propia
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4.4.2. Procedimiento

Una vez finalizado los procedimientos de extraccibn, muerte y fijacion de
nematodos una parte minima de este liquido se vierte en el disco de Siracusa
(ilustracion a). El disco de Siracusa se coloca en el microscopio de diseccion y de
este se recolectan los nematodos utilizando una aguja de diseccion (ilustracion b)
y se trasladan a una gota de solucion de Robbins colocada sobre el portaobjeto
(ilustracién c). La composicion de la soluciébn Robbins para el montaje contiene:
165 ml de formaldehido al 37%, 15 ml de glicerina. Se requiere como minimo
recolectar 5 nematodos de diferentes tamafios, rodeandolos con tres varillas de
pelo de angel, de forma que queden en los vértices de un triangulo equilatero, y se
coloca un cubreobjetos. Este ultimo se fija utilizando cuatro toques de barniz
transparente en cada una de las esquinas del mismo (ilustracion d), quedando de
esta forma la preparacién temporal para la identificacion morfolégica en el

microscopio compuesto (ICAMEX, 2008).

protocolo de montaje, realizado

propia
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4.5. Identificacion de ejemplares

Una vez obtenida la preparacion temporal la cual contiene al menos 5 nematodos,
esta se coloca en el microscopio compuesto y se localiza cada nematodo
utilizando el objetivo 10x; se ubican las caracteristicas morfolégicas propias de
cada género con el objetivo 40x. Es utilizando el objetivo que 100x son visualizas
las peculiaridades que definen la identidad del nematodo a considerar en el
diagnéstico (fotografia 1). Cuando se pretende obtener una imagen detallada del
estilete del nematodo fitoparésito es necesario colocar a la preparacion temporal
una gota de aceite de inmersion. Ademas para la recoleccion de evidencia de
microscopia se utiliza un microscopio compuesto con camara digital como el de la
fotografia inferior numero 2 (ICAMEX, 2008).

llustracién19. Serie de fotografias
ejecutando microscopia, realizado en el
laboratorio de fitopatologia del ICAMEX.
Fuente propia

4.6. Determinacion de pH
4.6.1. Materiales

Tamiz de 20 mallas, vaso de precipitados de 100 ml, vaso de precipitados de 400

ml, balanza analitica, potenciémetro, toalla absorbente, hoja blanca de papel.
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4.6.2. Procedimiento

En un tamiz de 20 mallas se agrega suelo seco; tamizando hasta lograr obtener
20 g del mismo, colocando el resultado sobre una hoja blanca de papel (fotografia
1). Se verifica en la balanza analitica que el contenido corresponda a 20 g
(fotografia 2), el cual posteriormente se coloca en un vaso de precipitados y se
agrega 40 ml de agua destilada. La muestra se deja reposar 30 min,
posteriormente se homogeniza y se le introduce el electrodo del potenciémetro,
esperando que los resultados numerales dejen de variar para registralos y repetir
nuevamente el procedimiento (fotografia 3). Se debe obtener el promedio de los
dos valores muestra. Una vez que se termina de tomar la medida de pH, entre
cada muestra se debe limpiar el electrodo con agua destilada y secar con una

toalla absorbente.

llustracién 20. Serie de fotografias ejecutando protocolo para obtener pH de suelo de
rosales realizado en el laboratorio de Fitopatologia de ICAMEX. Fuente propia
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5. Resultados de diagnostico nematoldgico

Las 20 muestras de suelo de rosal recolectadas del Conjunto SEDAGRO de Metepec,
Edo. Méx. fueron utilizadas para diagnostico nematologico; con la premisa de identificar
géneros fitoparasitos predominantes de dicha region. Se ejecut6 la extraccion utilizando
el método de Tamizado-centrifugado, el cual demostré ser adecuado para la recuperacion
de ejemplares. La solucién de 20 ml (producto de la extraccion) permitié realizar 20
preparaciones temporales de cada muestra, la cual tuvo como previo el montaje y el
aclaramiento de ejemplares utilizando solucién de Robbins.
Durante la microscopia se realiz6 la visualizacibn en base a las siguientes
caracteristicas: forma de la cabeza y del cuerpo, presencia o ausencia de anillos en la
cuticula, presencia o ausencia de estilete, forma de nédulos basales, posicion de
glandulas esofagicas, presencia de lineas de campos laterales y forma de terminacion de
la cola segun lo propuesto por Espinosa, Fuentes, Jaraba y Lozano, 2004; Zuckerman,
Mai y Harrison (1987); Rivas et al., (2002).

Las caracteristicas morfol6gicas visualizas se compararon con las descripciones de
literatura especializada: Morfologia de los nematodos curso de identificacion de Bongers
& Esquivel, Manual de nematodos fitoparasitos identificacion de especies cuarentenarias
de Guerrero, Manual de préacticas de laboratorio de nematodos fitopatégenos de Cid del

Prado-Vera y Fitonematologia de Zuckerman, Mai y Harrison.
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5.1. Base de diagndéstico nematoldgico

Utilizando como base 100 g de suelo de rosal durante el proceso de extraccion, se
recuperaron 20 ml de solucion con nematodos por cada muestra de suelo procesado,

previo al andlisis como se muestra en la ilustracion 21.

PROCESO BASE | METODO RESULTADOS

EXTRACCION | 100 g | Tamizado- | 20 ml de solucion
de centrifugado
suelo
de

rosal

llustraciéon 21. Resultados de procedimiento extractivo de muestras de suelo de rosal realizados dentro
del laboratorio de fitopatologia del ICAMEX. Fuente propia

5.2. Plataforma de analisis

Con los 20 ml de solucion del resultado del protocolo de extraccion por cada muestra se
elabord una preparacion temporal (recolectando 5 especimenes) como se muestra en la

ilustracion 22 para realizar posterior andlisis morfolégico de cada ejemplar.
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PROCESO | BASE | METODO RESULTADOS

MONTAJE | 100 g | Solucién de | 20 Preparaciones temporales (5 ejemplares en
TEMPORAL | de Robbins cada una)

suelo
de

rosal

llustracién 22. Tabla de resultados de montaje realizado en el laboratorio de Fitopatologia de ICAMEX. Fuente propia

Relacidon de nematodos encontrados en muestras de suelo
de rosal de Metepec, Edo. Méx.

Fitopara

Gréfica 1. Resultados porcentual del nematodos fitoparasitos encontrados en preparaciones temporales en el
laboratorio de Fitopatologia de ICAMEX. Elaboracién propia
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5.3. Criconemoides sp. género fitoparasito prevaleciente en muestras de suelo de
rosal de Metepec, Edo. Méx.

De las 20 preparaciones temporales analizadas, se emitié6 un diagnostico positivo de
nematodos fitoparasitos en 16 y un diagnostico negativo solo en 4 como se muestra en la
ilustracién 23.Se encontré evidencia de los géneros fitoparasitos Aphelenchus sp.,
Paratylenchus sp.,Tylenchus sp., y Criconemoides sp. Este ultimo género de nematodo
fitoparasito es el mas prevaleciente en las muestras de suelo de Metepec (ya que su

presencia se corroboré en 12 preparaciones temporales).

PROCESO BASE METODO RESULTADOS

IDENTIFICACION | 20 Microscopia 16 preparaciones con diagndstico

DE CARACTERES | preparaciones positivo y 4 con diagnéstico negativo a
MORFOLOGICOS | temporales nematodos fitoparasitos.

(A, B, C, D).

A)Formade cuerpo | B) Forma de la | C) Estilete D) Forma de terminacion

cabeza de lacola

llustracién 23. Tabla de resultados de microscopia realiza en el laboratorio de Fitopatologia de ICAMEX. Elaboracion propia
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A continuacién se presenta la detallada de la evidencia recolectada con microscopia de

los ejemplares, partiendo de

prevalecientes como nos muestran las

EVIDENCIA DE MICROSCOPIA (M1)

los géneros menos encontrados hasta los mas

DESCRIPCION

El ejemplar Tylenchus sp. (Fotografia A) muestra cuerpo
en una forma ligeramente arqueada con longitud de entre
0.9-1.3 mm. La caracteristica mas representativa de este
género es la cola filiforme y alargada. Su estilete tiene
muy marcados los nodulos basales (Avena-Arambul et al.
2016; INIFAP, 1980; Rivas, et al. 2002).

La fotografia B muestra un ejemplar del género
Criconemoides  sp., cuyas caracteristicas mas
representativas son: cuerpo robusto, corto, generalmente
arqueado y con estrias muy grandes en todo su cuerpo.
El estilete es largo en comparacién a todo su cuerpo
(Ferris & Cid del Prado Vera, 2018; OIRSA,2003; Rivas, et
al. 2002).

llustracion 24. Resultado de microscopia M1 realizada en el laboratorio de fitopatologia de ICAMEX.

Elaboracion propia
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EVIDENCIA DE MICROSCOPIA (M5)

DESCRIPCION

La preparacion temporal M5 tiene diagnéstico positivo de
géneros fitoparasitos Tylenchus sp. (fotografia C) vy
Paratylenchus sp. (fotografia D).

Tylenchus sp. es considerado un nematodo pequefio cuya
caracteristica morfolégica méas representativa es la cola
alargada y filiforme. Tiene un estilete esbelto, con nédulos
basales pequefios pero fuertemente marcados (Avena-
Arambul et al. 2016; INIFAP, 1980; Rivas, et al. 2002;
Rivas, et al. 2002).

En el caso de Paratylenchus sp. su cuerpo es alargado en
forma de c. Por su parte el estilete es alargado con
nédulos basales muy redondeados y fuertemente
marcados (INIFAP, 1980; Rivas, et al. 2002).

llustracién 25. Resultado de microscopia M 5 realizada en el laboratorio de fitopatologia de ICAMEX. Elaboracién

propia
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DESCRIPCION

En la preparacion temporal M7 se encontraron dos
géneros fitoparasitos Aphelenchus sp. (fotografias E y F)

y Criconemoides sp. (fotografia 4).

Aphelenchus sp. es un nematodo de tamafo pequeiio (de
0.8 a 1.0 mm), de cuerpo alargado y cilindrico. Una
caracteristica representativa de este género, es un bulbo
medio redondeado y grande con respecto a al ancho de
su cuerpo. El estilete y los nédulos basales son poco
visibles y de tamafo pequefio. (Avena-Arambul et al.
2016; INIFAP, 1980; Rivas, et al. 2002). La fotografia E
corresponde a la parte anterior del nematodo y la
fotografia F a la parte posterior.

La fotografia G muestra el genero Criconemoides sp. de
cuerpo ancho, anillos alredor de todo el cuerpo y cola de
forma conoide. El estilete es largo y los nodulos basales
se encuentran orientados hacia la parte anterior (Ferris &
Cid del Prado Vera, 2018; OIRSA, 2003; Rivas, et al.
2002).

llustracion 26. Resultado de microscopia M7 realizadas en el laboratorio de fitopatologia de ICAMEX.

Elaboracion propia
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EVIDENCIA DE MICROSCOPIA (M11)

EVIDENCIA DE MICROSCOPIA (M4,
M12)

DESCRIPCION

En la preparacion temporal M11 se recolectaron
ejemplares fitoparasitos del género Paratylenchus
sp. Este nematodo tiene cuerpo cilindrico
elongado; la region labial se encuentra
redondeada y la terminacion de la cola es
puntiaguda. Con respecto a otros nematodos
fitoparasitos es de tamafo pequefio
(< 1mm). El ejemplar de la fotografia H es una
hembra, la cual exibe una vulva ubicada en el
cuarto posterior del cuerpo. En este género el
estilete se encuentra bien desarrollado y los
nédulos basales son redondeados; la fotografia |
la que muestra el estilete del nematodo
traspasando la region labial. (Avena-Arambul et
al. 2016; Rivera-Coto,2007;Rivas, et al. 2002).

DESCRIPCION

En la muestra M4 Y M12 se encontré el

N
y

género

fitoparasito Tylenchus sp. La fotografia J muestra al

nematodo de cuerpo vermiforme, ligeramente arqueado y

la regidn cefalica no se encuentra esclerotizada. Con

respecto a su estilete es ligero y pequefo. El aspecto de

la cola es filiforme lo cual origina que algunos autores le

denominen “nematodo cola de raton” (Avena-Arambul et
al. 2016; INIFAP, 1980; Cepeda 1996 y Zumaran 2006

citados por Arias, 2015; Rivas, et al. 2002.)

llustracion 27. Resultado de microscopia M4, M11 y M12 realizadas en el laboratorio de 56

fitopatologia de ICAMEX. Elaboracién propia



M20

Las preparaciones temporales M3, M6, M8, M9, M10, M15, M17, M18, M19, M20 exhibieron ejemplares del
género Criconemoides sp. Este género tiene como principales caracteristicas un cuerpo robusto, corto, y
una cuticula intensamente anillada. La presencia de estiles en este fitoparasito resulta de mayor longitud con
respecto al resto del cuerpo; ademas de tener los nédulos basales con proyecciones hacia la parte anterior.
El estilete de aspecto fuerte se verifica claramente en los ejemplares de las muestras M8, M10, M18 y M20
siendo una caracteristica presente en las hembras y ausente en machos. La cola tiene aspecto conoide,
con terminacién en punta en el caso de los machos (Ferris & Cid del Prado Vera, 2018; OIRSA,2003; Rivas,
et al. 2002). Nota: La fecha rosa en todas las fotografias sefiala la region cefalica del nematodo.

llustracion 28. Resultado de 10 microscopias realizadas en el laboratorio de fitopatologia de ICAMEX. Elaboracién propia
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Parte anterior

M13

M16

Las preparaciones
temporales M2, M13,
M14 Y M16 tienen
diagnostico negativo a la
presencia de nematodos
fitoparasitos del suelo; ya
que ningun ejemplar
exhibe estilete.

llustracién 29. Resultado de microscopia en muestras M2, M13, M16 realizadas en el laboratorio de fitopatologia

de ICAMEX. Fuente propia
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5.4. Condiciones de suelo de rosal de Metepec: de fuertemente &cido a

moderadamente acido

Al analizar 20 muestras de suelo de rosal recolectadas en Metepec, Edo. Méx., se
encontrd un pH de 4,33 considerado fuertemente &cido o <5 a 5,84 condicion de suelo
moderadamente &cido (valores de 5 a 6.0) segun lo descrito por Casona-Olivo, 2005.
La ilustracion 30 nos muestra los valores obtenidos de forma de detallada y al lado se
encuentran los valores graficados (gréfica 2)

Gréfica 2. Resultados de toma de pH realizados en el laboratorio de Fitopatologia de ICAMEX.
Elaboracion propia

llustracion 30.
Resultados detallado
de pH realizadas en el

laboratorio de
fitopatologia de
ICAMEX. Elaboracion
propia
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5.5. Suelo de rosales de Villa Guerrero con mayor diversidad de géneros
fitoparésitos.

Al comparar los resultados obtenidos de géneros fitopardsitos en Villa Guerrero y
Metepec. Se encontré 8 géneros fitoparasitos en Villa Guerrero y solo 4 en Metepec, es
decir se encontr6 mayor diversidad de géneros fitoparasitos en condiciones de
invernadero que en campo abierto. Ademas en el suelo de Metepec proliferé el género
Criconemoides sp., mientras que en Villa Guerrero fueron Aphelenchus sp. y Tylenchus

sp., datos observables en las gréficas 3y 4.

GENEROS FITOPARASITOS ENCONTRADOS EN  VILLA GUERRERO, EDO. MEX.

28.57%

14.28% 20.40% 16.32%

8.16%

6.12%

Gréfica 3. Resultados de diagndstico de géneros fitoparasitos prevalecientes en suelo
de Villa Guerrero. Edo. Méx. emitidos en el laboratorio de Fitonatoloaia de ICAMEX.

PORCENTAJE DE GENEROS FITOPARASITOS
EN SUELO DE METEPEC, EDO. MEX.

Grafica 4. Resultados porcentual de géneros fitoparasitos prevalecientes en suelo de Metepec 60
emitidos en el laboratorio de Fitopatologia de ICAMEX. Elaboracién propia
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6. Discusiodn

Segun resultados emitidos del diagndstico de 20 muestras de suelo de rosal provenientes
del CITT Rancho La Paz y Rancho El Islote de Villa Guerrero, Edo. Méx. (condiciones de
invernadero) dieron como positivo los géneros fitoparasitos: Aphelenchus sp.,
Criconemoides sp., Ditylenchus sp., Meloidogyne sp., Tylenchus sp., Tylenchorynchus

sp., Helicotylenchus sp., y Hemicycliophora sp.

Por su parte el diagnéstico en 20 muestras utilizando suelo de rosales provenientes
Conjunto SEDAGRO en Metepec, Edo. Méx.; genero positivo a fitoparasito solo 16
muestras. Los géneros fitoparasitos encontrados fueron: Aphelenchus sp., Criconemoides
sp., Paratylenchus sp. y Tylenchus sp. Es decir que en condiciones de invernadero se
presentaron 4 géneros fitoparasitos mas que en condiciones de campo abierto, a pesar de
tener un control nutrimental del vegetal y de condiciones fitosanitarias mas estrictas (de

rosales y de instrumentos para cultivo).

Rivera Coto (2007) sefiala diez géneros de nematodos fitoparasitos de importancia
mundial: Meloidogyne sp., Pratylenchus sp., Heterodera sp., Ditylenchus sp., Globodera
sp., Tylenchulus sp., Xiphinema sp., Radopholus sp. Rotylenchulus sp. y Helicotylenchus
sp. En las muestras de suelo de rosal de Villa Guerrero fueron encontrados cuatro de los
géneros mencionados por el autor: Meloidogyne sp., Pratylenchus sp., Ditylenchus sp.,

Helicotylenchus sp.

Monrroy-Rojas (2010) sefiala que los nematodos fitoparasitos que atacan el cultivo del
rosal son: Meloidogyne sp., Pratylenchus sp., Xiphinema sp. Sin embargo ejemplares de
los géneros Meloidogyne sp, y Pratylenchus sp solo se encontraron en suelo de rosales
de Villa Guerrero. Por su parte en ninguno de los dos suelos utilizados en el estudio se
encontraron ejemplares fitoparasitos del género Xiphinema sp.; género que también es
mencionado por la Fundacién PRODUCE Chiapas, a.c. (2019) de estar asociado al cultivo

del rosal.
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6.1. Conclusiones

Este estudio demostr6 que es viable econdémicamente utilizar métodos
tradicionales para: extraccion, montaje e identificacion de nematodos, utilizando
como base 100 g de suelo rosal, tanto en condiciones invernadero como de campo

abierto.

Se corrobor6 las ventajas del método Tamizado-Centrifugado para la extraccion
de nematodos fitoparasitos; adecuado para la obtencion de ejemplares pequefnos
(Aphelenchus sp. y Tylenchus sp.) de gran tamafio y lentos como Criconemoides

sp. segun lo descrito por Coyne, et al., 2019; Herndndez-Ochandia, et al., 2016).

Se comprobd que el suelo del municipio de Metepec, Edo. Méx. tiene un pH de
fuertemente &cido a moderadamente &cido, donde el género fitoparasito
predominante es Criconemoides sp. Sin embargo en este suelo también fueron
encontraron los géneros fitoparasitos: Aphelenchus sp., Paratylenchus sp. vy

Tylenchus sp.

Los datos referenciales de Villa Guerrero presentaron ocho géneros fitoparasitos:
Aphelenchus sp., Criconemoides sp., Meloidogyne sp., Ditylenchus sp.,
Hemiciclofora sp., Paratylenchus sp., Pratylenchus sp., Tylenchus sp. (el doble

que en Metepec).

No se encontraron ejemplares fitoparasitos asociados al rosal del género
Xiphinema sp.; segun lo descrito por Monrroy-Rojas, 2010 y Fundacién PRODUCE
Chiapas ,2019.
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