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I. INTRODUCCION

El Phylum Nemata no es solo muy numeroso sino también muy diverso y de gran
ymportancia tanto bioldgica como economica. Entre los nematodos de importancia econdmica
se encuentran los parasitos de muchos animales destinados al consumo humano, aquéllos que
parasitan al hombre y los que han explotado el nicho del fitoparasitismo. Los nematodos
fitopatogenos, la mayoria ubicados en el Orden Tylenchida dentro de la Clase Secernentea
(Maggenti, 1985), son considerados como responsables de grandes pérdidas, ya que pueden
reducir la produccion de los cultivos y contribuir al deterioro de algunos productos ya
cosechados. Varias son las especies que atacan cultivos de importancia econdmica y entre
ellos se encuentran los nematodos formadores de quistes, todos ellos comprendidos en la

Subfamilia Heteroderinae, dentro de la Familia Heteroderidae.

Este grupo importante de parasitos de plantas comprende varias especies, incluidas en
6 géneros. Heterodera Schmidt, 1971, Globodera Skarbilovich, 1959, Cactodera Krall &
Krall, 1978; Punctodera Mulvey & Stone, 1976; Dolichodera Mulvey & Ebsary, 1980 y
Afenestrata Baldwin & Bell, 1985 (Golden, 1985). Los géneros que producen el mayor
impacto econdmico son Heterodera, Globodera y Punctodera cuyas especies a nivel mundial
causan graves pérdidas en varios cultivos, ya que provocan en sus hospedantes un decremento
en su rendimiento dada la intima relacion que establecen con los tejidos de la planta para
proveerse de alimento y permitir el mantenimiento de cada uno de los estadios. Se sabe que
los nematodos formadores de quistes inducen en sus hospedantes la formacion de una
estructura celular a nivel de los tejidos de la raiz a 1a que se conoce con el nombre de sincicio;
¢éste es una masa citoplasmatica multinucleada originada por la incorporacion del contenido
celular de varias células, que sirve de sustento alimenticio a los nematodos. Este sincicio
presenta caracteristicas muy particulares que lo diferencian de otras multiples respuestas que

inducen otros géneros de Heteroderidae o bien de otras familias de nematodos fitoparasitos.

En cuanto a su distribucion, varias especies del género Globodera han sido detectadas
en varias solanaceas silvestres de México, sin embargo, se ignora con precision cuéntas y
cuales estan presentes. Existen varios trabajos sobre especies de Globodera para México,
principalmente de Globodera rostochiensis y Globodera tabacum virginiae. Dichos estudios

corresponden a los estados de Michoacan, Tlaxcala y México, registrandose G. rostochiensis
1




en papa y jitomate principalmente y G. . virginiae en jitomate, tabaco, berenjena, chile,
tomate de cascara y varias malezas del género Solanum como S. dulcamara, S. quitoense y S.
rostratum. En cultivos como papaya, avena y haba se encontraron especies no determinadas

de Globodera (Montes-Belmont, 1988).

De esta manera, y con base en la informacion anterior, salta a la vista la enorme
necesidad de conocer con precision no solo las especies presentes en el pais sino también su
distribucion, siendo ésto de gran importancia en la taxonomia del grupo y a nivel econémico
si se consideran como las especies de mayor impacto en la agricultura del pais. Con relacion a
esto, se han inictado en el Laboratorio de Nematologia del Instituto de Fitosanidad del
Colegio de Posgraduados, una seric de muestreos en zonas donde se hallan presentes
solanaceas silvestres, encontrandose varias poblactones de nematodos formadores de quistes
tanto del género Globodera como del género Heterodera, éstas ultimas asociadas a plantas
pertenecientes a Cyperaceac y Poaceae. Entre las poblaciones de Globodera registradas
durante los muestreos, se encontrd una asociada a raices de Jaffomata procumbens (Cav.) J.
L. Gentry en un sitio conocido como ‘“La Caiiada de Contreras” dentro de la Delegacion
Magdalena Contreras, México, D. F. El presente trabajo tuvo como fin la caracterizacion de
los individuos de esta poblacion mexicana y asi contribuir a la ampliaciéon del rango de
distribucién de las especies del género Globodera en el pais. Ademas, no se tienen registros
de ninguna especie de Globodera asociada al hospedante en la localidad, lo que por si mismo
es de suma importancia dentro del género. En este trabajo se realiza un estudio taxonomico y
se analizan algunos aspectos de la biologia propia de la especie como lo son las alteraciones a

nivel anatémico que causa en su hospedante.

Partiendo de la informacion antes expuesta, para abordar el presente estudio se

plantearon los objetivos que se detallan a continuacioén:




1. 1. OBJETIVOS
1. 1. 1. Objetivos Generales:

- Describir morfolégica y morfométricamente a los individuos que forman parte de la

poblacion mexicana del género Globodera presentes en “La Cafiada de Contreras”, Meéxico,

D.F.

- Describir los dafios causados por estos nematodos formadores de quistes sobre su planta

hospedante, Jaltomata procumbens.
1. 1. 2. Objetivos Especificos:

- Describir la morfologia y realizar mediciones de los caracteres taxonémicos mas
importantes de los principales estadios del nematodo: huevos, larvas del segundo

estadio, machos, hembras y quistes.

- Comparar la morfologia y la morfometria con las caracteristicas diagnosticas de otras
especies de Globodera para ubicar taxonémicamente a los individuos que forman

parte de la poblacion en estudio.

- Describir las principales alteraciones a nivel de los tejidos de la raiz inducidas por el

nematodo en Jaliomata procumbens.



IL. REVISION DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DE LOS NEMATODOS FORMADORES DE QUISTES.

Los nematodos formadores de quistes, pertenecientes a la Familia Heteroderidae,
constituyen un grupo de fitopatogenos de suma trascendencia en cultivos de importancia
econdmica en muchas regiones del mundo (Baldwin y Mundo-Ocampo, 1991; Lamberti y
Taylor, 1985) y en especial en zonas templadas (Stone, 1977). Algunas especies atacan solo
unas cuantas especies vegetales y viven en areas geograficas limitadas, mientras que otras
atacan a una gran cantidad de especies vegetales y se hallan ampliamente distribuidas (Agrios,
1996). Los nematodos formadores de quistes son un serio problema en la agricultura debido a
que los quistes son formas de resistencia que les confieren cualidades que los hacen mas
peligrosos al ser muy dificil combatirlos y evitar su dispersion. Para Stone (1985), las
especies de nematodos con un mayor potencial devastador sobre los cultivos, son aquéllas que
presentan un mayor desarrollo del habito parasitico y son las correspondientes a los
formadores de quistes las que precisamente se hallan mas adaptadas. Ademas, al presentar una
fase de quiste que guarda y protege a los huevos y que es de facil dispersion, las alternativas

de combate no son del todo faciles y efectivas.

Se han registrado considerables pérdidas debido al ataque de este grupo de nematodos
en cultivos como papa, remolacha azucarera, soya y cereales. Dos son los géneros formadores
de quistes de mayor importancia dentro de esta familia: Heterodera y Globodera, ambos se
diferencian de manera genera! por la forma del quiste, ya que en Heterodera éste es citriforme
y el de Globodera es totalmente esférico (Maggenti, 1982). De estos dos géneros las especies
mas importantes son el nematodo de la remolacha azucarera, Heterodera schachtii Schmidt,
1971; el nematodo enquistador de los cereales, . avenae Wollenweber, 1924; el nematodo
enquistador del chicharo, . goetingiana Liebscher, 1892; el nematodo enquistador de la
soya, H. glycines Ichinohe, 1952; el nematodo dorado de la papa, Globodera rostochiensis
(Wollenweber, 1923) Behrens, 1975 y Globodera pallida (Stone, 1973) Behrens, 1975, Esta
ultima especie es extremadamente destructora en papa, lo que ha provocado el
establecimiento de rigurosas cuarentenas en los Estados Unidos, ademas de las fuertes

restricciones que hay al respecto en Europa (Maggenti, 1982).




G. rostochiensis, junto con Nacobbus aberrans (Thome, 1935) Thorne & Allen, 1944
y Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949, que no forman quistes,
son considerados los nematodos mas importantes dentro de la agricultura en nuestro pais
(Montes-Belmont, 1988). En México, estudios realizados con Globodera rostochiensis
muestran que puede reducir hasta en un 70% la produccion de papa en parcelas con altos
indices de infestacion (Santamaria y Teliz, 1985)' y que en condiciones experimentales, un
nivel de 1000 quistes/kg de suelo puede llegar a abatir los rendimientos en mas de un 50%
(Rodriguez, 1973)%. Camacho (1977)* demostré que la aplicacion de nematicidas incrementa

el peso de los tubérculos hasta en un 49%, aun cuando hay infestacion del nematodo.
2.2 LA TAXONOMIA DE LOS NEMATODOS FORMADORES DE QUISTES

No obstante su importancia a nivel econémico, desde el punto de vista taxonoémico no
existe una postura bien definida con respecto a los Heteroderidae ya que en general han
sufrido en los Ultimos afios modificaciones profundas, indicio de la enorme diversidad del
grupo. Gran cantidad de géneros se han afiadido o simplemente han sido cambiados de
categoria, lo que ha llevado a que la taxonomia de la familia, al igual que la de otros grupos
de nematodos, esté en constante cambio (Baldwin, 1985). La clasificacién de la familia
Heteroderidae, hasta antes de 1978, sufrié grandes modificaciones y muchas de las propuestas
fueron severamente criticadas por sus bases arbitrarias asi como por la proliferacion de taxa
dentro de la misma, ya que en muchos casos se erigian nuevos geéneros en observancia de
caracteres con poco valor taxondmico (Stone, 1985). Un ejemplo de elle fué lo sucedido con

el género Globodera y sus especies.

Hasta 1975, G. rostochiensis y otras especies del género se consideraban
pertenecientes a Heferodera. El género Heterodera creado por Schmidt en 1871, incluia a los
nematodos que actualmente constituyen al género Melodogyne y a las especies de las cuales

se sabia que se transformaban en quistes después de monir (Quiiiones, 1979). Durante casi un

! Santamaria, P. C. y D. Teliz Q. 1985. Control de Globodera rostochiensis (Woll 1923) de la papa Solanum tuberosum en Tiaxcala.
Resimenes, X1 Congreso Nacional de Fitopatologia. San Luis Potosi, México. Resumen 145.

2 Rodriguez, C. E. 1973. Exudio preliminar sobre el nematods dorado de la papa Heteroders rostochiensis Woll (Nemaroda,
Heteroderidae) en México. Tesls. Coleglo de Posgraduados Chapingo, México,

} Camacho. G. 1. S. 1977. Congrol guimico del nematodo dorado de la pepa Globodera rostochiensis (Woll 1923) Mulvey & Stone 19:?
(Nematoda: Heteroderidae) bajo condiciones de invernadero. Tesis. Universidad Auténoma Chapinge, México.



siglo, después del descubrimiento del nematodo de la remolacha azucarera, todos los
nematodos formadores de quistes se incluyeron bajo la especie H. schachtii. Thome en 1949,
en su intento por redefinir al grupo, los ubico dentro de la subfamilia Heteroderinae con base
en la forma del cuerpo de las hembras, la cola redondeada del macho y la ausencia de bursa
(citado por Wouts y Sher, 1971). Skarbilovich en 1959 propuso dividir al género Heterodera
en dos subgéneros: Globodera y Heterodera, dejando en el primero a las especies que
presentan quistes esféricos y en el segundo a las de quistes citriformes (citado por Quifiones,
1979). Posteriormente se propuso la divisién de los nematodos enquistadores en funcion de la
presencia o ausencia de cono vulvar, dando lugar a dos grupos: los esféricos—piriformes y los
citriformes. Esta Gltima clasificacion fue apoyada por Sosa-Moss en 1976, sobre todo debido
al hecho de que en México se conocia ya la existencia del nematodo enquistador del maiz
(conocido en ese tiempo como Heterodera punctata), que por llamarse punctata deberia ser
piriforme de acuerdo a la clasificacion de aquél tiempo, y que al ser esférico introducia
confusion en el grupo (Quiiiones, 1979). Asi pues, y considerando principalmente tanto la
forma esférica peculiar de las hembras enquistadas como la ausencia de cono vulvar, se
considerd que el grupo debia elevarse a la categoria de género para el cual se adoptd
precisamente el nombre de Globodera. De esta manera, Globodera Skarbilovich, 1959 fue
elevado de categoria subgenérica a genérica tanto por Behrens en 1975 como por Mulvey y
Stone en 1976; estos ultimos hicieron la revision ignorando el trabajo realizado por Behrens
(citado por Loof y Baker, 1992). Al respecto Loof y Bakker (1992) consideran que Behrens
tiene prioridad sobre Mulvey y Stone, ello a pesar de que algunos de los aportes de Behrens
no fueron del todo correctos. Asi, se dejo en el género Heferodera solamente a los que posen
cono vulvar y a las especies que no lo presentaban se les separd con base en la fenestracion,
propeniendo para ello dos nuevos géneros: Punctodera y Globodera, el subgénero propuesto

con anterioridad por Skarbilovich.

2.3 EL GENERO Globodera Y SUS ESPECIES

Como otros heterodéridos formadores de quistes, los nematodos del género Globodera
se caracterizan por el habito endoparasitico de las hembras en las raices del hospedante. Estas
se transforman en quiste debido a un proceso de taninizado y endurecimiento de la cuticula;
esta capacidad les confiere una gran resistencia ante condiciones ambientales adversas y

asegura a su vez la permanencia e infestacion en el suelo por largos periodos de tiempo. La
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mayoria de las especies de Globodera estan adaptadas a climas frios y presentan una mayor
actividad entre los 15 y los 20°C cesando alrededor de los 40°C; ademas, pueden también
desarrollarse en las regiones templadas y en los tropicos, restringidas en este caso a puntos
con altas elevaciones (Baldwin y Mundo-Ocampo, 1991). Dado que son nematodos
relativamente inmoviles, en habitats poco o nada perturbados se dispersan solo localmente por
medio de corrientes de aire pero su distribucion se puede ampliar debido a las actividades
agricolas tales como el riego o por el transporte de material infestado de una zona a otra con

fines de comercializacion (Green, 1971).

Las especies que constituyen actualmente al género Globodera son 12 y sus
caracteristicas principales son; hembras maduras de forma esférica con patron de antllos
cuticulares a manera de cordones en zig-zag y capa cuticular D presente; abertura vulvar corta
(< 15 pm), con sobrecrecimientos y bullae raramente presentes, tubérculos perineales
presentes; la circumfenestra se presenta (inicamente en la vulva y tanto ésta como el ano no se
encuentran sobre un cono vulvar; los huevos son retenidos en el cuerpo de la hembra y el
cérion de éstos es liso. Los machos presentan torsiéon del cuerpo en su region posterior y
tienen una longitud aproximada de 1.5 mm de largo, disco labial mas o menos circular con
bajo perfil, cola corta y espiculas > 30 pum con puntas redondeadas, sin bifurcaciones. La
larva del segundo estadio presenta en vista frontal un disco labial ovoide rodeado por 6
pseudolabios, mismos que presentan varios grados de fusion entre si; campo lateral con cuatro
incisuras, estilete menor a las 30 um, glandulas esofigicas llenando el ancho del cuerpo, cola
conica, punteada y con una region terminal hialina; sus fasmidios presentan forma de poro

(Baldwin y Mundo Ocampo, 1991; Muivey y Golden, 1983; Mulvey y Stone, 1976).

Globodera rostochiensis es la especie tipo del género y una de las mas importantes a
nivel agricola junto con una segunda especie de enquistador de la papa, G. pallida. La
mayoria de las especies se hallan restringidas en su distribucion; sin embargo, tanto G.
rostochiensis como (. pallida son muy ubicuas, encontrindose desde Sudamérica y
Centroamérica a Europa, la ex Unién Soviética, en la region del Meditarraneo, India, Africa,
Australia, Nueva Zelanda, Islandia, Filipinas y regiones restringidas de Canada y los Estados

Unidos (Baldwin y Mundo-Ocampo, 1991).




En el Cuadro 1 se presenta una lista de las especies que constituyen al género

Globodera y a continuacion se mencionan datos importantes de cada una de ellas.

Cuadro 1. Especies de Globodera Skarbilovich, 1959 descritas hasta la fecha.

Especie

Autoria

Sinonimias

G. rostochiensis

G. achilleae

G. artemisiae
G. chaubattia
G. hypolysi
G. leptonepia
G. millefolii
G. mirabilis

G. pallida

G. pseudorostochiensis

G. tabacum
solanacearum

G.tabacum ssp. tabacum

G. tabacum ssp. virginiae

G. zelandica

Ssp.

(Wollenweber, 1923) Behrens, 1975

(Golden & Klindic, 1973) Behrens, 1975

(Eroshenko & Kazachenko, 1972)

Behrens, 1975

(Gupta & Edward, 1973) Wouts, 1984

Ogawa, Ohshima and Ichinohe, 1983

(Cobb & Taylor, 1953) Skarbilovich,
1959

(Kir’janova & Krall, 1965) Behrens, 1975
(Kir’janova, 1971) Mulvey and Stone,
1976

(Stone, 1973) Behrens, 1975

{Kir'janova, 1963) Mulvey & Stone, 1976

Miller & Gray, 1972) Behrens, 1975

(Lownsbery &  Lownsbery,
Behrens, 1975

1954)

(Miller & Gray, 1968) Behrens, 1975

Wouts, 1984

Heterodera schachfii  rostochiensis

Wollenweber 1923
H. schachtii solani Zimmermann, 1927
H. achilleae Golden & Klindic, 1973

H. artemisiae Eroshenko &

Kazachenko, 1972

H. chaubattia Gupta & Edward, 1973,
H. mali Kir'janova & Borisenko, 1975,
G. mali (Kir’janova & Borisenko,1975)
Behrens, 1975

H. leptonepia Cobb & Taylor, 1953

H. millefoli Kir’janova & Krall, 1965
H. mirabilis Kir’janova, 1971

H. pallida Stone, 1973

H.  pseudorostochiensis
1963

Kir’janova,

H. solanacearum Miller & Gray, 1972,
G. Solanacearum (Miller & Gray,
1972) Behrens, 1975

H. tabacum Lownsbery & Lownsbery,
1954

H. virginige Miller & Gray, 1968, G.
virginiae (Miller & Gray, [968)
Behrens, 1975

Fuente: Adaptada de Baldwin & Mundo-Ocampo, 1991; Luc ef al, 1988; Mulvey & Stone, 1976; Loof & Bakker, 1992;

Stone, 1985,

El “nematodo dorado de la papa”, Globodera rostochiensis, fué primeramente

observado por Julius Kuhn en 1881 atacando raices de Solanum tuberosum L., registrandose

en aquel momento como una raza de Heferodera schachtii (Maggenti, 1982). En 1923

Wollenweber la describié como especie nueva por ser muy diferente a Heterodera schachtii.
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Wollenweber observo que los quistes en papa eran de forma esférica y no citriforme y que las
larvas eran un poco mas cortas que las del nematodo de la remolacha azucarera. En su
propuesta la nombro Heterodera rostochiensis ya que fue encontrada en la vecindad de la
ciudad de Rostock, Alemania. Muchos investigadores en ese tiempo, hicieron caso omiso de
tal propuesta y se le siguié considerando una raza del nematodo de la remolacha azucarera
(Thorne, 1961). Para 1940, Franklin fué quien corroboré las diferencias morfologicas entre
ambos nematodos y reconocid al nematodo dorado como una nueva especie, otorgandole el
mérito a Wollenweber. El nombre comin de “nematodo dorado de la papa” fué propuesto por
Chitwood en 1944 (Thorne, 1961). Otro nematodo enquistador de la papa es Globodera
pallida Stone 1973, considerada hasta antes como un patotipo de G. rostochiensis (patotipo B
y E). G. pallida parasita de manera importante a la papa y presenta caracteristicas tanto
morfologicas como fisiologicas que llevan, segin Stone (1973), a considerarla una especie

diferente a G. rostochiensis.

Ambas especies atacan aproximadamente a 90 especies vegetales pertenecientes a la
familia Solanaceae, en especial del género Solanum. Muchos de sus hospedantes son especies
silvestres de Sudamérica, incluyendo varias clases de papa (S. fuberosum), con varios niveles
de resistencia, S. tuberosum andigena, S. vernei y 8. sucrense, ademas, en Europa se ha
encontrado en varias malezas como S. sarachoides, S. dulcamara y Datura stramonium,
condicion que les permite persistir en ciertas areas agricolas. Otros hospedantes de
importancia comercial son Lycopersicon esculentum Mill. (jitomate) y Solanum melongena L.
(berenjena). De Globodera rostochiensis se conocen cinco patotipos, efecto del uso de
distintas variedades de papa resultantes de cruzas de Solanum tuberosum con diferentes

especies provenientes de Ameérica del Sur (Baldwin y Mundo-Ocampo, 1991).

Globodera leptonepia Cobb & Taylor, 1953 fué descrita a partir de tres quistes, de un
total de 15 que constituian toda la muestra, encontrados en suelo recogido de la bodega de un
barco transportador de papa, procedente de Callao, Peri. No se sabe con exactitud la localidad
de donde provenia el material ni cuéles eran sus hospedantes. De los tres. quistes, dos
contenian huevos con larvas, mismas que eran notablemente delgadas y alargadas, diferentes
de otras especies del género. Ademas, es la Uunica especie entre los Heteroderidos cuya larva
del segundo estadio se halla doblado 7 veces dentro del huevo y con un estilete de 18 um de

longitud (Cobb y Taylor, 1953). Hasta ahora no se ha vuelto a encontrar (Stone, 1985).




Globodera tabacum Lownsbery & Lownsbery 1954, es una especie que
aproximadamente en 1951 se encontré parasitando tabaco cerca de Hazardville, Connecticut,
E. U. A Experimentos en invernadero llevados al cabo en el mismo estudio, mostraron que
causaba dafio a jitomate y otras solaniceas, exceptuando la papa (Lownsbery y Lownsbery
1954).

Globodera millefolii Kir’janova & Krall, 1965 es una especie que de acuerdo a lo que
menciona Quifiones (1979), fué descrita a partir de una sola hembra encontrada en raices de

Achillea miliefolium L. (Compositae) en Estonia, sin que sepa algo mas sobre esta especie.

Globodera mexicana Campos Vela, 1967 es una especie que como tal no es aun del
todo aceptada ya que segin Golden y Ellington (1972) carece del apoyo por parte de una
publicacion en la que de describa exhaustivamente y se tomen en cuenta otros caracteres mas
determinantes para definir a dicha especie. Campos Vela obtuvo tal poblacion a partir de
raices de Solanum rostratum Dunal, en Toluca y en Huamantla. En condiciones de
invernadero causa fuertes dafios a tomate, pero no completa su ciclo en varias especies del
género Solanum (Quifiones, 1979). Esta especie al parecer es sinonimo de G. virginiae

(Baldwin y Mundo-Ocampo, 1991; Mulvey y Golden, 1983; Roberts y Stone, 1981).

Globodera virginiae Miller & Gray, 1968, se recolectd en Virginia, E. U. A, a partir
de raices de Solanum carolinense; aparentemente causa dafios considerables si se infesta suelo
con este nematodo y se llegan a plantar en €l, jitomate, tabaco, berenjena y otras solaniceas

cultivables a excepcion de la papa (Miller y Gray, 1968).

Globodera solanacearum Miller & Gray, 1972, especie encontrada en la misma
localidad que G. virginiae, atacaba Nicotiana tabacum y S. corolinense. Los autores
realizaron pruebas en varios hospedantes y encontraron que atacaba tabaco, tomate, berenjena

y otras solandceas, no asi la papa (Miller y Gray, 1972).

De acuerdo con Stone (1985), G. solanacearum y G. virginiae no son especies por si
mismas sinc subespecies de G. fabacum y debieran de ser nombradas como Globodera
tabacum solanacearum y Globodera tabacum virginiae respectivamente, ademas de

Globodera tabacum tabacum. Tal aseveracién se fundamenta en el hecho de que las
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supuestras tres especies, pueden hibridarse entre si, dificultando la diferenciacion morfologica
de las mismas. Algunos autores como Baldwin y Mundo Qcampo (1991) hablan del complejo
G. tabacum para englobar a las tres subespecies. De acuerdo con estos mismos autores, G. &.
fabacum aparentemente se restringe en cuanto a su distirbucion, a los estados de Connecticut
y Massachusetts, en tanto que G. t. solanacearum solamente suele registrarse en Virginia y
Carolina del Norte. G. 1. virginiae por su parte, ademas de encontrarse en Virginia, se ha
registrado como coespecifica con especies de nematodos formadores de quistes que se

distribuyen en México y Centroamérica (Baldwin y Mundo Ocampo, 1991).

Globodera achilleae Golden & Klindic 1973, es una especie que fué encontrada en
Sarajevo, Yugoslavia alrededor de 1970, parasitando Achillea millefolium, pero sin afectar
papa (Golden y Klindic 1973).

2.4 CICLO DE VIDA DE Globodera spp.

En lo que se refiere al ciclo de vida de algunas de las especies de Globodera, de las
que se tiene mayor conocimiento es del grupo de nematodos enquistadores de la papa, G.
rostochiensis y G. pallida. Los quistes, que por lo regular llegan a contener unos 500 huevos,
son los estadios que le permiten al nematodo permanecer en el suelo, ya que los huevos
dentro de los quistes pueden sobrevivir cerca de 28 afios si las condiciones del suelo
(temperatura, humedad, textura, etc.) son Optimas (Grainger, 1964). De acuerdo con
Chitwood y Buhrer (1946), tanto los huevos como las larvas de Globodera rostochiensis
suelen permanecer en el cuerpo de la hembra transformada en quiste durante todo el invierno,
ocurriendo la eclosién aproximadamente en primavera. La eclosién de los huevos se halla
determinada por muchos factores del medio entre los que se encuentran la temperatura, la

humedad y los exudados radicales del hospedante.

Las larvas del segundo estadio, que son las que emergen del huevo, son muy activas y
de inmediato buscan las raices del hospedante. Una vez que las han localizado, penetran por
las zonas cercanas al apice de la raiz o por las raices laterales (Baldwin y Mundo Ocampo,
1991). La segunda muda ocurre aproximadamente el s'ptimo dia luego de la invasion a las
raices (Chitwood y Buhrer, 1946). Estas larvas se mueven a través de los tejidos de la raiz y

se alimentan de las células del periciclo, cortex o endodermis; a partir de este momento
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comienzan a incrementar su volumen corporal y pasan asi a la fase sedentaria del ciclo. A la
par, en el hospedante inducen la formacion de células de grandes dimensiones a manera de
células de transferencia que son los sitios de alimentacion y subsistencia del nematodo dentro
de la raiz. Con la formacion de estas células especializadas y de intensa actividad metabolica,
en gran medida controladas por el nematodo, éste logra extraer nutrientes basicos para la
planta. En el caso de las especies del género Globodera, como muchas de las especies de
nematodos formadores de quistes, la estructura celular que inducen en sus hospedantes €s un

sincicio alrededor de] nematodo (Jones y Dropkin, 1975; Mundo-Ocampo y Balwin, 1983).

Durante el tercer estadio (aproximadamente 10 dias después de la invasion) la parte
posterior del cuerpo se ensancha en ambos sexos y a veces puede presentarse un rompimiento
de raices si los individuos se hallan alojados en raices muy pequefias o si se ubican muy cerca
de la epidermis; asi, los estadios jovenes en ambos sexos son sedentarios. Durante el cuarto
estadio (alrededor del decimoquinto dia) la parte posterior del cuerpo de la hembra continia
ensanchandose hasta adquirir la forma esférica caracteristica y es cuando s¢ manifiesta una
mayor emergencia de individuos (hembras) por el rompimiento de las raices. Esto les permite
exponer la region genital para la copula. El cuarto estadio del macho se alarga y toma la
forma vermiforme permaneciendo enrrollado en la cuticula del tercer estadio. Los machos,
que son moviles, pueden deshacerse de la cuticula del tercer estadio o bien, retenerla antes de
la muda final o cuarta muda (Chitwood y Buhrer, 1946). Durante los 16 dias siguientes a la
muda final, la hembra cambia de un color blanco a amarillo, coincidiendo con la produccion
de huevos. Los machos no se alimentan y son capaces de vivir varios dias inseminando
hembras, mismas que pueden ser inseminadas por mas de un macho (Baldwin y Mundo-
Ocampo, 1991). Conforme el ciclo avanza, las hembras adquieren un color dorado y
finalmente se transforman en quiste mismo que contiene los huevos capaces de sobrevivir el

siguiente invierno y es asi como el ciclo se completa (Chitwood y Buhrer, 1946).

El desarrollo desde la eclosion hasta que se alcanza el estado adulto requiere de 38 a
45 dias. Una vez alcanzada la madurez, las hembras son fecundadas por el macho. En el
informe de Chitwood y Buhrer (1946) acerca del ciclo de vida de G. rostochiensis bajo
condiciones de campo, se indica que el nematodo pasa a través de sus cuatro mudas en un
periodo de 23 a 33 dias y comienza a producir huevos con larvas 16 dias después.

Considerando el intervalo de tiempo desde huevos embrionados hasta huevos embrionados
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de una generacion a otra, el ciclo abarca de 38 a 48 dias; esto bajo una temperatura semanal
del suelo entre 15° y 19°C (Chitwood y Buhrer, 1946). Una vez que las condiciones del medio
vuelven a ser favorables, las larvas del segundo estadio eclosionan con o que se inicia otra
generacion del nematodo. Cabe mencionar que puede presentarse mas de una generacion por
afio en un cultivo, si la temperatura es favorable, pero si ésta no es la adecuada, las larvas
pueden permanecer dentro del quiste por varios afios. Chitwood y Buhrer (1946) mencionan
que la invasion de raices y tubérculos por G. rosfochiensis continiia durante toda la estacion
de crecimiento, pero ello pudiera ser debido a la accion de las larvas de quistes de
generaciones anteriores. Al parecer tanto los huevos como las larvas de un quiste no son
activas para la siguiente estacion sino que eclosionan y emigran luego de un cierto periodo de

afios.

En cuanto al ciclo de vida de otras especies del género es poco lo que se conoce. Del
complejo G. tabacum por ejemplo, la informacion con que se cuenta proviene solamente de
las descripciones originales (Baldwin y Mundo-Ocampo, 1991). Las hembras maduras del
complejo G. tabacum retienen los huevos en el quiste, el cual tiene la capacidad de sobrevivir
por varios afios en ausencia de un hospedante susceptible. Al igual que con el nematodo
dorado de la papa, se cree que los exudados del hospedante juegan un papel muy importante
en la eclosion de las larvas (Baldwin y Mundo-Ocampo, 1991). Una vez que la hembras
correpondientes al complejo G. tabacum son fecundadas, son capaces de producir huevos 20
dias después, lo que las hace capaces de presentar varias generaciones durante el ciclo del
cultivo. El ciclo de vida de una subespecie de dicho complejo, G. . solanacearum, varia de 32
a 82 dias en campo, dependiendo de las condiciones ambientales imperantes. El tiempo
generacional es de 34 dias cuando el hospedante crece a temperaturas de 24-29°C (Miller y
Gray, 1972). En Virginia se llegan a presentar dos o mas generaciones en funcion de fa

temperatura del suelo y el periodo vegetativo del hospedante (Miller y Gray, 1972).

Para el caso de G. t. virgimiae, Miller y Gray (1968) mencionan que los exudados de
plantas hospedantes son de suma importancia en la eclosion de las larvas del segundo estadio.
El tiempo generacional de esta especie es de un mes cuando el hospedante crece a una
temperatura entre los 24 y 29°C. En Virginia se ha observado que pueden presentarse dos o
mas generaciones del nematodo dependiendo de la temperatura del suelo y el periodo

vegetativo del hospedante (Miller y Gray, 1968).
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2.5 HISTOPATOLOGIA INDUCIDA POR LOS NEMATODOS FORMADORES DE
QUISTES

Los cambios celulares inducidos por los nematodos fitopatogenos de la familia
Heteroderidae han sido estudiados con detaile, principalmente para el caso de Heterodera spp.
Heterodera generalmente induce la formacién de un sincicio el cual es considerado como una
masa multinucleada de protoplasma formada por la disolucion de las paredes celulares de las
células adyacentes y cuya formacion puede presentarse ya sea en el cortex o en los tejidos
vasculares (Mundo-Ocampo, 1985). La formacién del sincicio, a nivel de las células
parenquimatosas, se ha registrado para otros nematodos de Heteroderidae los cuales no
presentan fase quistica tales como Verutus volvingentis (Cohn, et al., 1984), Atalodera ucri y

Atalodera ionicerae (Mundo-Ocampo y Baldwin, 1983).

Los sincicios son caracteristicamente multinucleados y contienen citoplasma viscoso
con muchas mitocondrias, protoplastidios y dictiosomas, ademas, presentan un reticulo
endoplasmico bien desarrollado y son muy activos metabdlicamente. En general sus paredes
son gruesas excepto en areas en las que las células adyacentes estan siendo incorporadas. En
lo que se refiere a la localizacion del nematodo en la raiz, ésta al parecer estd en funcion de
que sea aquella zona que menos obstaculos presente a la invasion o penetracion y que al
mismo tiempo esté mas cerca de los tejidos internos donde el nematodo se alimenta; asi pues,
para el caso de Heterodera spp. la zona de elongacion de las raices es la mas idonea
(Kirkpatrick ef al, 1964). Por otro lado, se sabe que para los géneros Heterodera y
Meloidogyne, 1a migracion a través del cortex y la alimentacion a partir de células sinciciales
del tejido vascular causan dos tipos de disturbios en el hospedante: 1) necrosis debido al
transito de las larvas a través de las regiones del cortex por las cuales pasan y 2) se reduce la
tasa de crecimiento de las raices. Inmediatamente después de la penetracion por las larvas del
segundo estadio, los siguientes estadios larvarios se hacen sedentarios e inducen cambios en
el tejido vascular para formar sincicios. Los metabolitos de la planta entonces se canalizan a
los sincicios y los vasos se obstruyen (Seinhorst y Ouden, 1971). Endo (1971) menciona que
en infecciones por Heterodera la formacion del sincicio se asocia con un incremento en el
tamafio del nucleo y nucleolos; de acuerdo con Owens y Specht (1964), el incremento en el
volumen nuclear resuita de la fusién nuclear o incremento de la ploidia. La principal

caracteristica del sincicio, ademas de su peculiar ontogenia y del contenido celular
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particular, es su incremento en la actividad metabdlica. Los sincicios son esenciales para el
nematodo si éste debe desarrollarse hasta la madurez; por lo que para algunos autores estas

estructuras no son sino cambios celulares adaptativos (Dropkin, 1969).

En el caso de Heterodera glycines, luego de que la segunda etapa larvaria infectiva
penetra directamente en las raices primarias jovenes o los meristemos apicales de las raices
secundarias, inicia su avance a través del cortex, principalmente por via intracelular y
ocasionando tanto la deformacion como la muerte de las células invadidas (Endo, 1965). Con
frecuencia, las larvas pasan a través del cortex e introducen su estilete en las células de la
endodermis o del periciclo. Dos dias después de haber penetrado, las larvas entran en reposo y
se alimentan de las células de los tejidos del cortex y del haz vascular, produciendo el
alargamiento de las mismas. Luego de 4 a 6 dias posteriores a la penetracion, las larvas
mudan y se presenta la tercera etapa larvaria y a los 5-6 dias comienza a aparecer la cuarta
etapa larvaria. Aunado a este evento, los sincicios comienzan a rodearse de una capa simple
de células hiperplasticas cuyas paredes sufren disolucion, lo que permite su alargamiento.
Durante el desarrollo de la tercera etapa larvaria, las células corticales que se encuentran
alrededor del nematodo se comprimen por el ensanchamiento del cuerpo de éste, siendo mas
evidente en el caso de las hembras en desarrollo. Finalmente, una vez que los sincicios son
evidentes, se observa que se restringen en gran parte a los tejidos del periciclo o se presentan

en los tejidos del floema y el cambium vascular.

Los sincicios que se encuentran en contacto con los machos, aunque éstos se hallen en
proceso de desarrollo, son por lo general visibles en el cortex o en el periciclo y
frecuentemente muestran signos de degeneracidn temprana, lo cual indica que el nematodo ha
dejado de alimentarse (Acedo ef al, 1984). Los sincicios de los machos muestran dicho
estadio temprano de degeneracion alrededor del noveno dia. Por otro lado, los sincicios que se
encuentran en contacto con las hembras permanecen activos hasta después del momento de la
ovipositacion, formando una pequefia cufia punteada hacia el centro del haz vascular, Los
sincicios, observados en seccion transversal, presentan citoplasma denso y sus paredes suelen
tefiirse fuertemente, en tanto que si se observan en un plano longitudinal, las paredes internas
presentan verdaderas (Acedo ef al., 1984). Con respecto a la degeneracion de los sincicios,
ésta va acompaiiada por lo general por una disminucién en el volumen sincicial y ocasiona la

contraccion y el colapso de la pared sincicial; posteriormente, el espacio libre que queda es
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ocupado solo en parte por el tejido parenquimatoso circundante (Endo, 1964). El desarrollo
sincicial en la region del cambium vascular de variedades susceptibles inhibe el crecimiento
secundario tanto del xilema como del floema. Debido a que sélo una pequefia porcion de la
raiz puede ser atacada por muchas larvas, la gran cantidad de sincicios que se forman pueden
ocasionar una disminucion intensiva en los elementos conductores, lo que resulta en una
menor produccion y crecimiente deficiente del hospedante especialmente bajo condiciones de
humedad (Endo, 1965).

También se ha sefialado que, junto con la formacion de sincicios, se presenta un
deposito de secreciones del nematodo a través del estilete dentro del citoplasma en los tejidos
afectados por Heterodera glycines, observandose estructuras semejantes a hilos de secrecion
tubulares que se extienden por lo regular dentro del citoplasma; ademas, el area que rodea al
estilete suele encontrarse libre de organelos (Acedo et al, 1984). Tales inclusiones
citoplasmaticas asociadas con la cabeza del nematodo comunmente suelen observarse en
secciones de sincicios fijados entre los dias 7-19, siendo ain mas comunes del dia 21 en

adelante (Acedo ef al., 1984), muy cerca del término del ciclo de vida del nematodo.

En cuanto al efecto de los nematodos a nivel anatomico en variedades resistentes, se
sabe que para el caso de AH. glycines, pueden llegarse a producir sincicios que en pocos dias
degeneran y necrosan, principalmente en la periferia del haz vascular y en las regiones del
cortex que son invadidas y estimuladas por las larvas infectivas. Las partes de la raiz que son
desocupadas por los sincicios degenerados son ocupadas rapidamente por células
parenquimatosas adyacentes con capacidad de desdiferenciarse. En un estudio realizado con
distintas poblaciones de Heterodera glycines en varias combinaciones de varidades de soya
tanto resistentes como susceptibles, Acedo ef al. (1984) observaron numerosas aberraciones
en el patron de desarrollo sincicial asociado con las hembras maduras en hospedantes
resistentes con respecto a los hospedantes susceptibles. También observaron que se
manifestaba una rapida necrosis como respuesta a la infecciéon por el nematodo tanto en
variedades resistentes como en variedades susceptibles, siendo mas frecuente para el caso de
plantas cuyas variedades son resistentes. Registraron ademas una necrosis tardia y la
formacion de sincicios pequefios en ambos tipos de hospedantes, ademas de que las hembras
desarroliadas en soya de variedades resistentes se asociaron con un sincicio

caracteristicamente diferente al observado en raices de hospedantes susceptibles.
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Producto de varios estudios se ha observado que puede inducirse otro tipo de respuesta
debido a la accion patégena de otros miembros de la Familia Heteroderidae en su
hospedantes, siendo ésta la formacion de la llamada “célula gigante uninucleada” (CGU). Esta
estructura se ha observado en hospedantes de Hylonema ivorense Luc, Taylor & Cadet, 1978,
Sarisodera hydrophila Wouts & Sher, 1971, Meloidodera floridensis Chitwood, Hannon &
Esser, 1956, M. mexicana Cid del Prado-Vera, 1991, M. zacanensis, Cid del Prado-Vera,
1997, Cryphodera utahensis Baldwin, Mundo-Ocampo & Othman, 1983 y Rhizonema
sequoiae Cid del Prado Vera, Lownsbery & Maggenti, 1984 (Cohn e? al, 1984; Heald, 1984,
Cid del Prado y Lownsbery, 1984; Cid del Prado y Cardenas, 1995; Mundo-Ocampo y
Baldwin, 1983a; Mundo-Ocampo y Baldwin, 1983c; Mundo-Ocampo y Baldwin, 1984,
Taylor ef al, 1978). Para el caso de Meloidodera charis Hopper, 1960, parasitando
Abelomoschus esculentus y Euphorbia glyptosperma, se registra la formacion de celulas
gigantes unicelulares y por lo comin multinucleadas (Heald, 1982). Con respecto a la célula
gigante uninucleada se dice que presenta variaciones en algunos caracteres morfologicos
internos, tales como la forma del nicleo y los nucleolos. Sin embargo, coinciden en la
morfologia de la pared celular en donde no se observa la presencia de sobrecrecimientos,
similares a los descritos en las células de transferencia presentes en algunas plantas
(Gommers y Dropkin, 1977) y que como se sabe, son comunes en reacciones inducidas por
Meloidogyne y Heterodera (Gommers y Dropkin, 1977, Mundo-Ocampo y Baldwin, 1983).
Existen evidencias que fundamentan la hipotesis de que tanto la CGU como el sincicio, no
varian con relacion al hospedante sino que probablemente reflejan caracteres fundamentales

de las enzimas digestivas de los nematodos.

2.6 EL GENERO Globodera EN MEXICO

De acuerdo con Sosa-Moss (1985), para México existen registros de una especie
morfologicamente similar al nematodo dorado, misma que fué descrita por Campos-Vela en
1967 como Heterodera (Globodera) mexicana. Sin embargo, debido a su descripcién
inadecuada ésta permanece como inquerenda ya que su descripcion no es clara y no refleja
una diferencia real con respecto a otras especies ya conocidas. De acuerdo con Golden y

Ellington (1972), ésta es considerada coespecifica o un sinénimo de G. virginiae.
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Quifiones (1979)* menciona que con la identificacion del nematodo dorado de la papa
en el estado de Guanajuato por Sosa-Moss en 1971, se partid a realizar un trabajo conjunto
entre Sosa-Moss del Colegio de Posgraduados, Lawrence I. Miller del Instituto Politécnico y
la Universidad Estatal de Virginia, E. U. A, y Alan R. Stone de la Estacion Experimental de
Rothamsted en Inglaterra, llevandose al cabo muestreos en estados como Guanajuato,
Tlaxcala, México y Nayarit. El fin era conocer si en especies silvestres de Solanum existian
poblaciones de nematodos del género Globodera. Sus hallazgos fueron de gran importancia
para las zonas productoras de tomate, papa, tabaco, berenjena y otras solandceas cultivadas en
México ya que las poblaciones encontradas potencialmente patbogenas como el propio

nematodo dorado lo es para la papa.

Por otro lado Brodie (1998), haciendo un recuento de la presencia de G. rostochiensis
en Meéxico, menciona que el primer registro del nematodo dorado data de 1953 a partir de
muestras de suelo de un cultivo de papa proveniente de Leon, Guanajuato. Muestreos
posteriores en varias zonas de produccion de papa revelaron que el nematodo dorado se
encontraba en 46 localidades de 9 estados del territorio nacional, siendo Puebla, Tlaxcala y el
Estado de México los estados con mayor nitmero de areas infestadas con dicho nematodo. En
el Cuadro 2 se presentan las localidades de éstos y otros estados del pais en donde el

nematodo dorado se ha registrado como presente.

Cuadro 2. Localidades donde se ha registrado la presencia de G. rostochiensis en México.

Estado Localidad X
Coahuila Arteaga.
Distrito Federal Delegaciones Tlalpan y Milpa Alta.
Estado de México Zinacatepec, Temascaltepec, Calimaya, San Antonio de la Isla, Santa

Maria Rayén, Amanalco de Becerra, San Bartolo Morelos, Naucalpan,
Donato Guerra, Lerma, San Felipe del Progreso, Valle de Bravo,

Joaquicingo y Metepec.

Guanajuato San Francisco del Rincdn, Silao, Romita y Purisima del Rincén.

Hidalgo Metztittan.

Nuevo Lebn Galeana,

Puebla Ixtacamaxtitlin, Saltillo Lafragua, Tlapanala, Guadalupe Victoria,
Atzitzintla, Tehuacan, Chalchicolmula de Sesna, Huitzildn de Serda y
Tlachichuca.

Tlaxcala Cupiaxtla, Alizayaca, El Carmen, Huamantla, Terrenate, Tlaxco y Santa
Ana Chiautempan,

Veracruz Perote, Ayahuatulco, Altotonga, Coscomatepec vy Xico.

Fuente: Brodie, 1998.

¢ Quifiones, F. J. A. 1979. Comparacidn morfométrica entre tres poblaciones mexicanas del género Globodera y las especies descritas

del mismo. Tesis de Maestria en Fitopatologia. Colegio de Posgraduados, México. 74 pp. 18




Quifiones (1979)’, trabajando con tres poblaciones mexicanas pertenecientes al género
Globodera, encontr6 que todas eran morfoldgicamente parecidas al “nematodo dorado de la
papa”, pero sin reproducirse en dicha especie vegetal. Estas poblaciones, denominadas
“Popocatépetl”, “Huamantla” y “Santa Ana” con base en la zona donde se les encontro,
fueron capaces de reproducirse en papa silvestre y otras solandceas, tales como jitomate,
tomate y berenjena. Para el autor, la poblacion “Popocatépet]” se asemejaba a G. virginiae
pero presentaba ciertas diferencias que llevaron a considerarla como una nueva especie,
misma que en el estudio no fué descrita. La poblaciéon “Huamantla”, localizada en la misma
localidad que G. mexicana, también fue considerada como una nueva especie al igual que la
poblacion “Santa Ana”, diferente tanto a la “Huamantla™ como a G. mexicana pero que
tampoco fué descrita como tal. Las tres poblaciones no atacaron al tabaco ni a la papa,
permitiendo marcar diferencias notables con respecto a especies ya conocidas y descritas. De
las tres poblaciones trabajadas por Quifiones, Thiéry et al (1997) presentan a la de
“Huamantla” y a la de “Santa Ana” como poblaciones de G. mexicana, consideradas asi en la

coleccion de donde provenian.

Globodera se encuentra ampliamente distribuido en hospedantes que son maleza tanto
en México como en Centroamérica y se considera que corresponde principalmente a G. .
virginiae. Al parecer no es claro si también se encuentran subespecies adicionales en México
o bien, si estan presentes especies no descritas. Ademas, algunos aislamientos a partir de
malezas en México, las cuales no infectan a la papa, son morfologicamente muy similares o
casi idénticas a G. pallida (Baldwin & Mundo-Ocampo, 1991). Segin Scosa-Moss (1985),
Globodera tabacum tabacum junto con G. tabacum solanacearum y G. tabacum virginiae a

menudo se presentan en localidades donde también se encuentra G. rostochiensis.

Todos estos registros reflejan que la taxonomia entre algunos grupos de Globodera, en
particular entre el complejo G. tabacum, son muy confusas. Mucho se ha atribuido al hecho
de que se presenta todo un continuo de variantes morfologicas en algunos miembros del
género dada la hibridacion que puede presentarse en condiciones experimentales y naturales;
asi, la ocurrencia de tales hibridos fértiles da lugar a que los inidividuos de dichas poblaciones

presenten caracteres morfologicos y morfométricos traslapados.

5i'.lmh"tonesi, F. 1. A. 1979, Comparacion morfométrica entre tres poblaciones mexicanas del género Globodera y las especies descritys del
mismo. Tesis de Maestria en Fitopatologia. Colegio de Posgraduados, México. 74 pp-
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III. MATERIALES Y METODOS

El trabajo de investigacion consisti6 de dos partes: 1)la descripcion morfologica y
morfométrica de los individuos de la poblacion en estudio y 2) la descripcion de las

alteraciones a nivel de los tejidos de la raiz inducidas en su hospedante.
3.1 DESCRIPCION MORFOLOGICA Y MORFOMETRICA

3. 1. 1 Zona de estudio

La presente especie de nematodos formadores de quistes proviene de la localidad
llamada “La Cafiada de Contreras”, ubicada en los limites de una de las Reservas Ecologicas
del Distrito Federal y perteneciente a la Delegacion Magdalena Contreras (Figs. 1A y B).
Dicha localidad se ubica en los 19° 17.968 latitud N y los 99° 16.701" longitud W, a una
altitud de 2773.68 m (4 satélites, PDOP/HPOP=2.6). El clima de la zona de acuerdo con
Garcia (1981) es Cb(w2)w(i)g, correspondiendo a un clima templado subhiimedo con verano
fresco largo y régimen de lluvias en verano. La temperatura media anual oscila entre los 12 y
los 18°C, con una oscilacién anual de la temperatura media mensual menor a 5°C; la

precipitacion invernal respecto a la total anual es menor al 5%.

3. 1. 2 Hospedante natural de la especie en estudio

La presente especie de nematodos formadores de quistes se encontrd asoctada a raices
de Jaltomata procumbens. Se trata de una solanacea silvestre abundante en la zona de estudio
principalmente en los meses lluviosos del afio. Durante la época seca del afio el follaje se seca
y la fisonomia de la localidad cambia de manera notable. Lo que se observa en el campo son
los tallos secos decumbentes y fijos débilmente en su base al sistema radical. Sus raices son
las estructuras de perennacion de la planta ya que en la region cercana al cuello del tallo se
presentan primordios foliares que se desarrolian conforme incrementa la humedad del suelo y
dan origen a nuevo follaje (Fig. 1C). Esta estrategia de permanencia en la localidad es muy
distinta de la que consiste en el crecimiento de plantas a partir de semilla mismas que, durante

la época de estiaje, son liberadas cuando el fruto se seca por completo (observacion personal).
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Fué precisamente en el sistema radical, principalmente en sus raices secundarias, donde se
encontraron hembras blancas y posteriormente quistes adheridos a ellas. Este es el signo de la

asociacion establecida entre el nematodo y su hospedante (Fig. 2A-D).

A continuacion se presenta la diagnosis del hospedante de la especie de Globodera

presente en la “Cafiada de Contreras™

Jaltomata procumbens (Cav) J. L. Gentry (Saracha jaltomata Schlecht., Saracha
procumbens (Cav) Ruiz & Pavén). Hierba erecta o decumbente, glabra o escasamente
pilosa; tallos gruesos, angulosos y algo suculentos, de 60 a 90 cm de largo en ocasiones mas
largos; hojas con peciolo de 0.5 a 5 cm de largo, algunas veces ligeramente alado; laminas
alternas pero con frecuencia sobrepuestas, enteras o sinuado-dentadas, de forma ovalada a
eliptica; glabras o escasamente pubescentes, de 4 a 12 cm de largo y de 3 a 8 cm de ancho,
acuminadas en el apice y atenuadas en la base; umbelas axilares con 2 a 8 flores actinomorfas,
pedunculos de 1 a 4 cm de largo, pedicelos de 1 a 2 ¢cm de largo, caliz campanulado de 4 a 5
mm de largo en la floracion, acrescente en el fruto y ampliamente abierto bajo la capsula, de 2
a 2.5 c¢m de ancho, 5 16bulos agudos; corola blanco-verdosa o de color paja con 5 ldbulos,
limbo de 1 a 4 cm de ancho; estambres 5, insertos en el tubo, con filamentos de 3.5 a 4.5 mm
de largo, densamente pubescentes en la base y mas arriba glabros, sus anteras de 2 a 2.5 mm
de largo se hallan separadas, dehiscentes por lineas longitudinales; estilo cerca de 5 mm de
largo; estigma capitado, emarginado; ovario rodeado por un disco anular, bilocular, los 6vulos
son numerosos; baya glabra purpurea o negra, de 10 a 12 mm de diametro, subglobosa, muy
jugosa, rodeada basalmente por el caliz persistente; semillas numerosas, de 1.5 a 2 mm de
largo, lateralmente comprimidas, reticulo-faveoladas. (“Jaltomate™). Pedregal de San Angel,
Sierra de Guadalupe, El Chico, Tepeapulco, Tepotzotlan, Villa G. A. Madero a Tlalpan y
Milpa Alta; Texcoco a Amecameca. Alt. 2250-3000 m. Se localiza en los bosques mesofilos y
de coniferas perturbados y como maleza arvense. Se distribuye desde Jalisco, Querétaro y

Veracruz hasta Panama (Aguilar, 1985; Sanchez, 1979) (Figs. 3A-C).

3. 1. 3 Obtencién y montaje de nematodos para el estudio morfoldgico y morfométrico

Los nematodos formadores de quistes comparten una morfologia similar derivada de

su nombre comun a partir de la hembra globosa endoparasita y el habito sedentario el cual
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comienza con la larva del segundo estadio luego de su invasion a las raices del hospedante y
finaliza con el desarrollo de la hembra madura hacia un quiste lleno de huevos mediante el

taninizado de su pared corporal.

Debido a que los quistes pueden extraerse con relativa facilidad del suelo y las larvas
del segundo estadio a partir de los huevos que aquéllos contienen, la morfologia de éstos dos
estadios es de suma importancia en la taxonomia del grupo. Por otro lado, la morfologia de la
hembra es de menor importancia, la del macho es muy consistente entre los distintos géneros
y especies de nematodos enquistadores y la de las larvas del tercero y cuarto estadio no se
considera importante debido a su naturaleza efimera y a que no son muy accesibles por
hallarse dentro de las raices. Segin Stone (1985), la caracterizacion de las especies dentro de
los géneros en los nematodos enquistadores requiere tanto de quistes como de larvas del
segundo estadio, en la mayoria de los casos con el uso de caracteres cuantitativos. Es
importante mencionar que durante los estudios morfologicos y morfométricos pueden
presentarse problemas relacionados con la variacion inherente entre los miembros de una
misma especie o bien, el traslapamiento de caracteres entre especies, lo que en ocasiones
dificuita la identificacion de algunas especies. Para Golden (1985), son tres los factores que
hacen importantes a estos estadios del nematodo:; 1) el quiste en los ultimos afios es el que se
ha estudiado casi en su totalidad 2) el quiste, junto con su contenido, es persistente,
permaneciendo viable en condiciones relativamente buenas condiciones por muchos afios y 3)
el quiste es el estado que se encuentra con mayor frecuencia en el campo sea cual sea la época
del muestreo. Considera ademas, que el macho y la hembra son mas dificiles de obtener que
los quistes y desde antafio, han sido poco utilizados en estudios morfologicos y procesos de
identificacion. Con base en lo anterior, para la descripcion de los individuos que constituyen a
la poblacién de Contreras se trabajo con los quistes y larvas del segundo estadio, a los que se
sumaron estudios en hembras blancas, machos y huevos para contar con una descripcidn mas

completa.
Los pasos que se siguieron para la obtencion de los estadios importantes en la

descripcion de la especie de Globodera presente en la “La Caflada de Contreras”, fueron

diferentes de acuerdo a los estadios considerados:
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Quistes

Algunos de ellos se extrajeron de raices infestadas del hospedante natural pero
principalmente de suelo previamente secado al ambiente. Para su extraccion del suelo se
utilizé el Flotador de Fenwick, ademas de la metodologia descrita por Shepherd (1986) para

separarlos de la materia organica remanente producto de la extraccion (Apédice A).

De los quistes se efectuaron cortes y montajes de la region terminal ya que la
estructura de la vulva, fenestra y estructuras internas asociadas asi como la forma general del
quiste, son muy utiles para la identificacion de este grupo de heterodéridos (Golden, 1985,
Green, 1971; Mulvey, 1957, 1972, 1973 y 1974). De esta manera, dichos montajes se
realizaron siguiendo la técnica descrita por Hooper (1986c¢), haciendo los montajes en gelatina

glicerinada (Apéndice A).

Para la caracterizacion de los individuos de la poblacion de Contreras, se eligieron las
caracteristicas utilizadas en algunas de las descripciones y redescripciones de las diferentes
especies de Globodera y que también fueron consideradas por Quifiones (1979) para la
descripcion de tres especies de (lobodera de diferentes localidades; asi pues, los trabajos
tomados como base fueron los de Lownsbery y Lownsbery (1954); Miller y Gray (1968,
1972), Golden y Ellington (1972); Golden y Kliindic (1973); Stone (1973) y Mota y Eisenback
(1993a, b y ¢). También, y de acuerdo con los estudios antes mencionados, de cada caracter se
calcularon la media y la desviacion estandar, mismas que se utilizaron para calcular intervalos
de confianza de cada uno de los caracteres medidos (Fortuner, 1984). La caracterizacion de la
poblacién se hizo con base en 20 ejemplares en fresco y 20 ejemplares deshidratados y

montados en laminas de Cobb, de cada estadio (Golden y Ellington, 1972 y Quifiones, 1979).

Hembras blancas

Estas se separaron tanto de suelo adherido a las raices de J. procumbens como de las
mismas raices donde se observaba que estaban presentes; para ello se empled un pincel fino y
un par de jeringas de insulina y bajo el microscopio de diseccion se colocaron en un recipiente
con agua para evitar su deshidratacion (Apéndice A). Una parte de las hembras obtenidas se

desting para montajes temporales y la otra parte para montajes permanentes. Una parte de las
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hembras destinadas a montajes permanentes se disectd para obtener huevos embrionados y

larvados.

Para ambos tipos de preparaciones, se hicieron tanto montajes de ejemplares enteros
como montajes de cuellos y fenestralias juntos para que puedan tomarse las medidas
correspondientes. Para esto se siguié la técnica descrita por Quifiones (1979) y Hooper
(1986¢) (Apéndice A).

Moachos

La extraccion de machos se realizé procesando suelo de la localidad y suelo contenido
en algunas macetas con plantas de Jaltomata procumbens mantenidas en invernadero, para
ello también se utilizo la técnica de tamizado-centrifugado (Hooper, 1986a). Algunos machos
se procesaron para realizar preparaciones temporales y otros para preparaciones permanentes

tal y como se menciond en el caso de las larvas del segundo estadio y huevos.

Larvas del segundo estadio

Las larvas del segundo estadio se obtuvieron a partir de suelo de la localidad
procesado mediante la técnica de tamizado-centrifugado descrita por Hooper (1986a)
(Apéndice A). Cierta cantidad de larvas se separd directamente para realizar preparaciones
temporales y asi poder hacer las observaciones y tomar las medidas pertinentes. El resto de las
larvas se destino para realizar preparaciones permanentes en laminas de Cobb ya que permiten
buenas observaciones a grandes aumentos por ambos lados de los ejemplares (Fortuner,
1991). Dichas preparaciones se sellaron por medio del método del anillo de cera (Hooper,
1986¢; Turner, 1998) (Apéndie A). Para matarlos y fijarlos, las larvas se calentaron a una
temperatura aproximada de 65°C y se les adicionard formol frio al 4% ya que ello causa
cambios dimensionales minimos y preserva el material en buen estado (Stone, 1971). Para la
deshidratacion y montaje de los organismos se utilizd la técnica de glicerol-etanol de
Seinhorst (1959) modificada por Tom Burger (1997) (Cid del Prado, 1998 comunicacion
personal) (Apéndice A) y que consiste en la deshidratacion masiva del material, facilitando el
manejo de las muestras y disminuyendo el tiempo de deshidratacién sin detrimento en la

calidad de los ejemplares procesados.
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Huevos

Estos se obtuvieron rompiendo varios quistes para luego montarse en agua empleando
pequefios fragmentos de fibra de vidrio entre el cubreobjetos y el portacbjetos con el fin de
evitar que se aplastaran. Estas preparaciones temporales (Apéndice A) se hicieron para
realizar las mediciones en fresco. Las preparaciones se hicieron tanto de huevos embrionados
como de huevos larvados. De ambos tipos de huevos se hicieron también preparaciones

permanentes (Apéndice A)

Para comparar las caracteristicas de los individuos de la poblacion de Contreras con
las de las especies descritas dentro del género Globodera, se hizo utilizaron el valor promedio
y la desviacion estandar de cada caracter elegido y de algunos indices propuestos por Man
(Caveness, 1974) (Apéndice A). Entre los caracteres para cada estadio importante en la

descripcion de la poblacion se consideraron:

a) Quistes:
- Color y forma.
- Largo del cuerpo —incluyendo el cuello- (indice L).
- Ancho mayor del cuerpo (a la mitad del cuerpo).
- Longitud del cuerpo / ancho mayor del cuerpo (indice a).
- Patron de anulacion de la pared a nivel medio del cuerpo.
- Estructura de la pared (presencia o no de capa subcristalina)
- Longitud del cuello.
- Largo y ancho de la fenestra.
- Diametro de la fenestra (largo mas ancho/2).
- Distancia del ano al margen mas cercano de la fenestra.
- Radio de Granek: Distancia del ano al borde més cercano de la fenestra / diametro de
la fenestra (Golden y Ellington, 1972; Golden y Klindic, 1973; Hesling, 1973; Miller y
Gray, 1968, 1972; Stone, 1973).

- Numero de estrias (y tipo de patron) entre el ano y la fenestra.

b) Hembras blancas:

- Color y forma del cuerpo.
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- Largo del cuerpo —incluyendo el cuello- (indice L).
- Ancho mayor del cuerpo.
- Longitud del cuerpo / ancho mayor del cuerpo (indice a).
- Patrén de anulacién de la pared a nivel de la cabeza, cuello y a medio cuerpo.
- Longitud del cuello.
- Distancia del extremo de la cabeza a la mitad del bulbo medio
- Distancia del extremo de la cabeza al poro excretor.
- Largo y ancho del butbo medio.
- Cabeza:
- Altura.
- Ancho a nivel de su base.
- Continua o no y caracteristicas del esqueleto cefalico.
- Namero de anillos.
- Tamafio y naturaleza del disco labial y de la region labial.
- Estilete:
- Largo, ancho y forma de los nddulos.
- Desembocadura de la glandula esofagica dorsal (DGED).
- Largo de la abertura vulvar.
- Largo y ancho de la fenestra (hembras gravidas).
- Distancia vulva-ano.
- Didmetro de la fenestra (largo mas ancho/2) (en hembras gravidas).
- Distancia del ano al margen mas cercano de la fenestra.

- Numero de estrias (y tipo de patron) sobre el eje ano-vulva.

¢) Machos:
- Largo del cuerpo (indice L). Forma del cuerpo.
- Ancho mayor del cuerpo.
- Longitud del cuerpo / ancho mayor del cuerpo (Indice a).
- Ancho a la altura del poro excretor.
- Distancia del extremo de la cabeza a la mitad del bulbo medio
- Distancia del extremo de 1a cabeza al poro excretor.
- Cabeza:

- Altura.
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- Ancho a nivel de su base.
- Continua o no y caracteristicas del esqueleto cefalico.
- Namero de anillos.
- Tamafio y naturaleza del disco labial y de la region labial.
- Ubicacion de las cefalidias.
- Estilete:
- Largo, ancho y forma de los nodulos.
- Desembocadura de la glandula esofagica dorsal (DGED).
- Longitud total del cuerpo / Longitud de esofago -desde cabeza al término de
glandulas esofagicas- (indice b?).
- (Longitud de la desembocadura de la glandula esofagica dorsal a partir de los
nddulos del estilete / longitud del estilete) X100 (indice O).
- Campo lateral:
- Ancho a la mitad del cuerpo.
- Presencia o ausencia de areolaciones.
- Longitud de testiculo.
- (Longitud del testiculo / longitud total del cuerpo) X 100 (indice T)
- Espiculas:
- Longitud (a lo largo de la linea media).
- Naturaleza de las puntas (redondeadas, dentadas)
- Longitud del gubernaculo.
- Localizacion y forma de los fasmidios.
- Cola:
- Longitud y forma.
- Longitud de la cola / ancho del cuerpo a nivel de la cloaca (indice ¢')

- Longitud del cuerpo / largo de la cola (Indice c).

d) Larvas del segundo estadio:
- Largo del cuerpo (indice L).
- Ancho mayor del cuerpo.
- Longitud del cuerpo / ancho mayor del cuerpo (indice a).
- Ancho a la altura del poro excretor.

- Distancia del extremo de la cabeza al centro de la valvula del bulbo medio.
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- Distancia del extremo de la cabeza a la terminacion de la glandula esofagica dorsal.
- Distancia del extremo de la cabeza al poro excretor y al hemizonidio y la relacion
entre ambos.
- Longitud total / longitud de la glandula esofagica.
- Cabeza:
- Altura.
- Ancho a nivel de su base.
- Continua o no y caracteristicas del esqueleto cefilico.
- Numero de anillos.
- Tamafio y naturaleza del disco labial y de la region labial.
- Ubicacion de los cefalidios.
- Estilete:
- Largo, ancho y forma de los nodulos.
- Desembocadura de la glandula esofégica dorsal (DGED).
- Longitud total del cuerpo / Longitud de esofago -desde cabeza al término de
glandulas esofagicas- ({Indice b’}.
- (Longitud de la desembocadura de la glindula esofagica dorsal a partir de los
nédulos del estilete / longitud del estilete) X100 (indice O).
- Campo lateral:
- Ancho a la mitad del cuerpo.
- Numero de incisuras.
- Presencia o ausencia de areoclaciones.
- Caracteristicas a nivel de la cola.
- Primordio genital (nOmero de células y localizacion). Distancia cabeza-primordio
genital.
- Cola:
- Longitud y forma.
- Fasmidios : localizacion, tamafio y forma.
- Ancho de la cola a nivel del ano.
- Region hialina (largo y forma en que termina).
- Largo de la region hialina / ancho al inicio de ésta (Indice h’),
- Longitud de la cola / ancho del cuepo a nivel del ano (Indice ¢').

- Longitud de la region hialina (indice h).
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- Longitud del cuerpo / longitud de la cola (indice c).

e¢) Huevos (embrionados y larvados):
- Longitud.
- Ancho mayor.
- Relacion largo/ancho.

- Descripcion de su forma y del patron presente a nivel del corton.

Para realizar los dibujos de los principales estadios y hacer las mediciones de los
mismos, se utilizd una camara clara tal y como la que ilustra Thorne (1961) y el curvimetro,
haciendo las correciones de escala pertinentes (Fortuner, 1991) (Apéndice A). También se
hicieron dibujos de ejemplares de cada estadio utilizando la camara clara con el fin de
completar la descripcion, resaltando los caracteres ya mencionados y considerados por otros
autores {Golden y Ellington, 1972; Golden y Klindic, 1972; Lownsbery y Lownsbery, 1954,
Miller y Gray, 1968, 1972; Quiiiones, 1979, Stone, 1973). Finalmente, se tomaron fotografias
de cada uno de los materiales utilizando un tessovar Carl Zeiss con camara integrada C35M
para los quistes, hembras blancas y raices con quistes y hembras; para el caso de
preparaciones temporales y permanentes, se tomaron fotografias con la ayuda de un

fotomicroscopio Carls Zeiss para fotomicrografia.

Todo el procesamiento anterior del material se realizo con el fin de trabajarlo bajo
microscopia de luz pero otra parte se destind para microscopia electronica de barrido y asi
poder observar caracteres adicionales utiles en la la caracterizacion de los individuos
pertenecientes a la poblacion de Contreras y hacer una descripcion mas completa (Apéndice
A). De acuerdo con Golden (1985), la microscopia electrénica de barrido suele utilizarse para
observaciones ultraestructurales, siendo muy Gtil en mostrar detalles superficiales y
permitiendo contar con una base mas sdlida para la identificacion de las especies. Para
Mulvey (1974) el uso de la microscopia mlectrénica de marrido facilita el estudio de
estructuras finas del cono terminal tanto en hembras blancas como en quistes y es de gran
importancia desde el punto de vista taxonomico dentro del género Globodera. Asi pues, para
dichos estudios, parte del material extraido se procesé mediante la técnica propuesta por
Eisenback (1991} utilizando glutaraldehido al 4% como fijador; otra parte se proceso

utitizando formaldehido al 4%. El material se seco utilizando una secadora en punto critico
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(Samdri-780A) y se observaron, luego de ser bafiados con oro, en un microscopio elecronico

de barrido (JEOL 35-C) (Apéndice A).

Las observaciones con el microscopio electronico de barrido permitieron poner en
evidencia; el patron frontal de la region labial, los campos laterales (nimero de incisuras y
presencia o no de aerolacion), las anulaciones del cuerpo y las aberturas sensoriales tanto de
las larvas del segundo estadio como de los adultos, también se observo la forma de las
espiculas y naturaleza de sus puntas (en el caso de los machos), el arreglo de los aniilos en el
area terminal y en el eje vulva-ano (tanto de hembras como de quistes), el nimero, forma y
arreglo de los tubérculos perineales asi como el area alrededor de la abertura vulvar, de mejor
nitidez en hembras gravidas (Green, 1971; Mulvey, 1973; Othman y Baldwin, 1985; Othman,
et al., 1986; Stone, 1975).

3.2 ALTERACIONES A NIVEL DE LOS TEJIDOS DE LA RAiZ CAUSADAS POR

Globodera sp. EN Jaltomata procumbens.

3. 2.1 Obtenciéon de muestras

En el area de estudio se recolectaron varias plantas para observar si en su sistema
radical se presentaban hembras blancas adheridas; para dicha recolecta se tuvo cuidado de no
manipular bruscamente las raices y evitar asi que las hembras se cayeran del tejido radical. En
esta fase fue importante hacer la revision in situ de cada raiz obtenida con el fin de percatarse
de la presencia o no de las mencionadas hembras adultas, caracteristicamente de color blanco.
Esta revision pudo realizarse a simple vista pero ademas se cont6 con el auxilio de una lupa
de gran aumento. Una vez detectadas las hembras, las raices se limpiaron con agua y una
brocha de pelo suave para remover la mayor cantidad posible de particulas de suelo. Dichas
raices se separaron del follaje y se fijaron inmediatamente en solucién FAA dentro de frascos
de plastico con tapa (1 1) debidamente etiquetados para su transporte hacia el laboratorio. Otra
parte del material con el cual también se trabajo en esta fase provino de plantas mantenidas en
invernadero a una temperatura entre 25-30°C, mismas que fueron traidas directamente de la
localidad y colocadas en macetas de 3 kg con suelo esterilizado y suelo naturaimente
infestado de la localidad en una proporcion de 4:1. Para las plantas mantenidas en
invernadero, éstas se sacaron de las macetas justo cuando estaban en floracion, tiempo que

corresponde con la emergencia de las hembras blancas del tejido radical. Las raices de las
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plantas, ya sea que estuvieran previamente fijadas o no, se examinaron bajo un microscopio
de diseccion para localizar los fragmentos en los cuales se encontraban hembras blancas
emergiendo del tejido radical. Dichos fragmentos se cortaron de tal manera que quedara la
hembra y aproximadamente unos 5 mm de raiz hacia ambos lados de la misma; en el caso de
que se presentara mas de una hembra, los fragmentos que se cortaron eran de mayores

dimensiones.
3. 2. 2 Procesamiento del material.

El material se mantuvo en FAA aproximadamente 7 dias (Cid del Prado y Lownsbery,
1984 ). Posterior a la fijacion, las raices se observaron bajo el microscopio de diseccion para

seleccionar solo las zonas radicales donde se observaban las hembras blancas.

Todos los fragmentos se deshidrataron a través de una serie de etanoles a partir de
alcohol al 50% (Castillo, 1982)° y luego se embebieron en parafina (Paraplast SIGMA punto
de fusion 55-57°C) (Cohn ef al., 1984; Heald, 1984). Los fragmentos embebidos se cortaron a
un grosor de 10-12 um con un micrétomo de deslizamiento AO-820 (AMERICAN
OPTICAL). Los cortes se tifieron mediante la técnica de safranina-verde rapido (Cid del
Prado y Lownsbery, 1984; Cohn, ef a/ 1984; Heald, 1984), combinacion recomendada para
raices y tallos, ademas de ser particularmente buena para €l floema. De acuerdo con Berlyn y
Miksche (1976) la safranina sirve para teiiir esencialmente paredes celulares lignificadas y
cutinizadas en tanto que el verde rdpido es atil para teflir paredes celulares celuldsicas y
citoplasma. El montaje de las preparaciones se hizo en resina sintética al 60% en tolueno
(SIGMA) (Apéndice A). El mismo procesamiento se siguid para los fragmentos de raices no
infectados; ademas, se cortaron fragmentos de raices en fresco con un micrétomo de
congelacion con el fin de complementar las observaciones del tejido radical no infectado

(Apéndice A). Las plantas libres de nematodos, fueron mantenidas en invernadero.

Cabe hacer mencion que para el procesamiento del material se embebieron fragmentos
de raiz de tal forma que se obtuvieran cortes tanto transversales como longitudinales, con el

fin de integrar las observaciones de cada plano; de esta manera, con ambos tipos de cortes se

6 Castillo, P. G. 1982. Histopatologia y desarrollo de Nacobbus aberrans Thorne & Allen, 1944, en raices de Capsicum annuum y C,

baccatum. Tesls. Colegio de Posgraduados Chapingo, México.
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permitid poner en evidencia la relacion de las hembras adultas con las células de los tejidos

radicales de las cuales se nutren.

Cada laminilla resultante se examind al microscopio de luz y se tomaron las
fotografias pertinentes que permitieran hacer el analisis de las alteraciones 2 nivel anatomico
en las raices de Jaltomata procumbens. Dicho analisis contempld observaciones tales como:
la ubicacion de las hembras en relacion a los diferentes tejidos radicales y a las células de las
cuales se alimentan, forma, tamafio y caracteristicas tanto de la pared celular como del
contenido citoplasmatico de dichas células; forma, nimero y tamaiio de nucleos y nucleolos,
entre otras observaciones. Todas ellas se compararon con observaciones y mediciones en
cortes de tejido proveniente de raices no infectadas por nematodos. Para la obtencion y
procesamiento de las laminillas se conto con la asesoria del personal e infraestructura dei

Laboratorio de Histopatologia del IFIT.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DESCRIPCION MORFOLOGICA Y MORFOMETRICA

Los resultados obtenidos en cuanto a la morfologia y morfometria de los diferentes
estadios considerados se presentan a continuacion. Cabe hacer mencion que las medidas de

los caracteres tomados en cuenta para la morfometria estan dadas en micra.

Quistes (n = 40): Largo del cuerpo (incluyendo el cuello): 739.0 + 35.6 (458.9-935.7). Ancho
del cuerpo: 577.9 + 40.1 (295.6-748.8). Longitud de! cuerpo/ancho mayor del cuerpo (Indice
a) 1.3+ 0.1 (1.1-1.6). Longitud del cuello: 123.6 = 5.8 (99.9-192.3). Largo de la vulva (n =
27): 13.6 £ 0.5 (12.0-14.8). Largo de la fenestra (n = 27). 27.8 £ 1.1 (22.0-35.2). Ancho de la
fenestra (n=27): 26.1 £ 1.3 (20.0-35.6). Diametro de la fenestra (largo mas ancho/2) (n=27):
27.0 £ 1.0 (22.0-35.4). Distancia del ano al margen mas cercano de la fenestra (n=27): 47.5
4.6 (34.0-80.0). Numero de estrias entre el ano y la fenestra (n = 27); 10.7 £ 0.7 (8.0-15.0).
Radio de Granek (distancia del ano al borde mas cercano de la fenestra / didmetro de la
fenestra) (n =27): 1.8 0.1 (1.3-2.7).

Quistes en su mayoria esféricos y grandes, principalmente aquellos que se observan
llenos de huevos. Los quistes mas pequefios por lo regular tienden a ser de forma ovoide y
muchos de elios se encuentran vacios. Algunos quistes presentan un color café oscuro, otros
se observan de color café claro y también los hay de color ocre. En todos el cuello es
evidente, desde largo y delgado hasta corto y robusto (Fig 4A). Se observan estrias a nivel
medio del cuerpo que son longitudinales respecto al eje cabeza-region perineal (Fig. 4B) pero
que cambia hacia la region perineal donde se observa que forman circulos concéntricos en
torno a la zona de la fenestra. En la cuticula se observan cuatro capas: la mas externa presenta
estrias verticales y es mas oscura que las demas; por debajo se encuentra una segunda de
aspecto granular y de color mas claro; mas abajo se encuentra una tercer capa misma que es
hialina y un poco més oscura que la segunda; finalmente, la capa mas interna es muy delgada

(Fig.4C).
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En la region perineal se observa que la fenestra es de forma circular con pequefios
tubérculos sumamente agrupados y ubicados tanto en la region dorsal, donde son muy
abundantes, como en la region ventral de la abertura vulvar. Ano conspicuo y bien delimitado
por pequeiias estrias paralelas. Las estrias entre Ia vulva y el ano son paralelas y pocas de ¢llas
se anastomosan entre si; ademas, se observa que dichas estrias se hallan flanqueadas por
estrias paralelas al eje vulva-ano y que delimitan la region vulvar, A nivel de la superficie de
la cuticula, en la region perineal, se observan puntuaciones conspicuas y abundantes. En
algunas zonas dichas puntuaciones tienden a seguir la direcion del patrén de anillos. Por
detras del eje vulva-ano, las estrias transversales son concéntricas y no se anastomosan entre
si; por delante del mismo eje, el patrén de estrias transversales cambia y se observan estrias
longitudinales conformando una franja, misma que se evidencia por el hecho de que
inmediatamente después de ella se presentan de nuevo estrias en sentido transversal y que se

anastomosan formando una red (Figs. 4d-f).

Hembras blancas (n = 50): Largo del cuerpo (incluyendo el cuello): 653.4 £ 26,7 (152.0-
836.0). Ancho mayor del cuerpo: 487.5 + 17.7 (368.0-620.0). Longitud del cuerpo/ancho
mayor del cuerpo (indice a): 1.4 % 0.1 (0.4-1.7). Longitud del cuello: 136.2 + 7.9 (76.0-
196.0). Distancia del extremo de la cabeza a la mitad del bulbo medio (n = 41): 87.4 £ 3.0
(73.2-106.4). Distancia del extremo de la cabeza al poro excretor (n = 30): 144.2 £3.7 (129.2-
169.2). Largo del bulbo medio (n = 41): 34.6 £ 1.9 (24.8-52.4). Ancho del bulbo medio (n =
41): 30.1 £ 1.1 (24.8-36.4). Altura de la cabeza (n = 37); 2.7 + 0.3 (1.6-4.0). Ancho de la
cabeza en su base (n = 37): 6.8 £ 0.4 (4.8-9.6). Largo del estilete (n = 36): 24.5 + 0.7 (21.6-
28.0). Largo de los nodulos basales (n = 36): 2.5 £ 0.3 (1.6-4.0). Ancho de los nddulos basales
(n=36): 43 £0.3 (2.0-7.6). DGED (n = 23): 7.8 + 0.3 (6.0-9.2). Largo de la abertura vulvar:
12.6 + 0.4 (9.6-14.8). Largo de la fenestra; 21.6 + 0.8 (15.2-28.4). Ancho de la fenestra: 22.8
+ 0.8 (16.8-28.4). Distancia vulva-ano: 49.3 + 2.4 (36.0-72.0). Diametro de la fenestra (largo
mas ancho/2): 22.2 + 0.7 (16.4-28.4). Distancia del ano al margen mas cercano de la fenestra:.
39.5 £ 2.2 (28.0-60.0). Numero de estrias sobre el eje ano-vulva: 11.9 % 0.5 (8.0-15.0) (Fig.
5A-C).

Hembras de grandes a medianas, principalmente esféricas aunque algunas se observan
de forma ovoide, caracteristicamente presentan un color blanco, mismo que cambia debido al

proceso de taninizado. Durante dicho proceso algunas adquieren un color amarillo claro y
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otras un color rosado; posteriormente, las hembras adquieren un color café claro para
finalmente tomar ya sea un color ocre o bien, un café oscuro (Fig. 6A). La cabeza se
constituye por dos anillos y el esqueleto cefalico es débilmente esclerosado (Fig. 6B). Disco
labial rectangular con esquinas lobuladas, en dos de sus lados también se observan l6bulos un

poco menos pronunciados (Fig. 7A).

Glandulas esofagicas en forma de un simple 16bulo reducido. El estilete es largo y
fuerte, grueso en su base y con nédulos basales prominentes, redondeados y dirigidos hacia la
region posterior formando un angulo de 136.5° con respecto al eje longitudinal del estilete. En
la base del cuello el patréon de estrias cambia de transversal a longitudinal, patrén que se
observa de manera regular a nivel medio del cuerpo (Fig. 6C). También en la base del cuello
es posible observar el poro excretor, el cual es mas o menos ovoide y conspicuo (Fig. 7B). La
cuticula se compone de dos capas: una superior oscura y con estrias verticales y una inferior
de aspecto granuloso mas clara y gruesa que la superior. Grosor de la cuticula en la base del

cuello igual a 9.10 £ 1.67 um (7.60-10.0) (Fig. 6D).

En la region perineal la fenestra se observa de forma circular con bordes que tienden a
estrecharse; se observan pequeifios tubérculos amontonados tanto en la region dorsal, donde
son muy conspicuos y abundantes, como en la region ventral de la abertura vulvar (Fig 7C).
Son evidentes la abertura vulvar y las barras transfenestrales. El ano se encuentra bien
delimitado por pequefias estrias paralelas. Las estrias entre la vulva y el ano son paralelas con
pocas anastomosis entre si (Figs. 6E y 7D). Se observan puntuaciones conspicuas y
abundantes en la superficie de la cuticula. En los cortes de la region perineal se observa que
por debajo de la fenestra se presentan sobrecrecimientos que rodean y salen a partir de dicha
zona; tales sobrecrecimientos asemejan vesiculas que de acuerdo con Mulvey (1973), se
denominan cuerpos vulvares (Fig. 6F). Mulvey (1973) considera que estos cuerpos con
endocuticulares asociados al area vulvar de las hembras blancas. En el presenta caso estos
cuerpos se arreglan asimétricamente alrededor de la vulva. Al parecer tiene una funcion
secretora y se pueden atrofiar cuando su funcion cesa; de hecho ya no son evidentes cuando la

hembra estd madura y posteriormente se transforma en quiste.

Huevos embrionados (n = 67): Longitud: 113.5 £ 2.3 (94.0-133.0). Ancho mayor: 44.2+ 0.8

(39.0-50.0). Relacion largo/ancho: 2.6 + 0.1 (2.0-3.1).
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Huevos de forma elipsoide alargada, presentandose en algunos de ellos cierta
reduccion en su anchura hacia la zona central. Extremos redondeados. Corion de los huevos
liso, sin ninguna marca visible en su superficie. Los huevos en su interior presentan una masa

multicelular y en algunos de ¢llos se evidencian grupos definidos de células (Fig. 8A-B).

Huevos larvados (n = 66): Longitud: 115.5 £ 1.9 (100.0-145.0). Ancho mayor: 47.9 = 1.0
(41.0-60.0). Relacion largo/ancho: 2.4 + 0.1 (2.0-2.9).

Huevos de forma elipsoide alargada, con una ligera constriccion en su region media.
Presentan extremos redondeados y con corion liso; sin marcas evidentes en su superficie. Se
observa que las larvas presentan 5 dobleces lo que da lugar a que las mismas se hallen
dobladas en 6 segmentos. En algunas larvas es posible observar el esqueleto cefalico, su

estilete largo con nodulos fuertes y evidentes asi como el bulbo medio (Fig. 8C-D).

Machos (n = 40): Largo del cuerpo (Indice L): 1016.8 * 26.6 (819.2-1186.4). Ancho mayor
del cuerpo: 32.1 £ 1.6 (24.4-44.0). Longitud del cuerpo/ancho mayor del cuerpo (indice a):
32.5 £ 1.9 (22.9-41.3). Ancho del cuerpo a la altura del poro excretor: 27.7 £ 1.1 (22.4-36.0).
Distancia del extremo de la cabeza a la mitad del bulbo medio: 83.3 £ 2.7 (63.6-103.2).
Distancia del extremo de la cabeza al poro excretor: 141.4 £ 5.0 (96.4-169.9). Distancia del
extremo de la cabeza al hemizonidio (n = 14): 140.9 + 7.8 (112.4-153.6). Altura de la cabeza:
6.2 £ 0.4 (4.4-8.4). Ancho de la cabeza en su base: 11.3 + 0.3 (8.4-12.4). Longitud del estilete:
24.2 + 0.7 (18.8-28.0). Largo de los nodulos basales: 2.1 = 0.2 (1.6-3.2). Ancho de los
nodulos basales: 4.4 = 0.1 (3.6-5.2). DGED (n = 22): 47 £ 0.2 (4.0-6.4). Longitud del
testiculo: 460.6 £ 43.7 (206.0-751.6). (Longitud del testiculo/longitud total del cuerpo)X100
(indice T): 44.9 £ 11.9 (22.5-66.4). Longitud de las espiculas: 31.1 £ 1.2 (24.4-42.0).
Longitud del gubernaculum (n = 20): 11.1 £ 0.5 (8.8-12.0). Longitud de la cola: 4.1 + 04
(2.4-7.6). Ancho de la cola: 13.9 + 0.8 (8.4-19.6). Longitud de la cola/ancho del cuerpo a
nivel de la cloaca (indice ¢'): 0.3 + 0.0 (0.2-0.5). Longitud del cuerpo/largo de la cola (indice
¢): 268.6 £ 26.2 (134.9-459.7) (Fig. 9A-C).

Cuerpo vermiforme, largo y que presenta torsion hacia la mitad posterior del cuerpo
(Fig. 10A). Hacia la region anterior se observa que el cuerpo se estrecha, abarcando dicha

zona los primeros 8 anillos corporales los cuales ademas presentan cierto grado de
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anastomosis. Cabeza alta, constituida por 5 aniflos ademas de los pseudolabios y el disco
labial (Fig. 11A). Disco labial mé4s o menos circular, con pseudolabios laterales rectangulares
y bien definidos; tanto los pseudolabios subdorsales como los subventrales estin separados,
no fusionados (Fig. 11B). Esqueleto cefalico fuermente esclerosado. Cefalidios anteriores
ubicados en el tercer anillo y las posteriores entre el noveno y el onceavo. Glandulas
esofagicas cortas y sobrepuestas ventralmente. Bulbo medio alargado. Poro excretor evidente
y anterior a €l se ubica el hemizonidio, abarcando los anillos 75-77 a partir de la regién
anterior. No se observd el hemizonion. Estilete largo con nodulos evidentes, de aspecto
periforme cuando se observan lateralmente. Nodulo dorsal conspicuo, redondeado, los

subventrales también redondeados, no tan alargados, y dirigidos posteriormente (Fig. 10B).

Campo lateral constituido por 4 incisuras longitudinales donde las dos mas externas
son crenadas. El campo lateral se halla regularmente areolado entre ambos pares de incisuras
externas, pero no entre las dos incisuras internas (Fig. 11C). Ancho del campo lateral en la
parte media del cuerpo igual a 7.28 + 0.38 pum (6.40-8.00), abarcando el 23% del ancho del
cuerpo. El campo lateral inicia con una sola incisura aproximadamente a partir del octavo
anillo del cuerpo para luego ensancharse y constituirse en tres bandas (con sus respectivas
cuatro incisuras); el campo lateral se presenta hasta muy cerca del término de la cola.
Testiculo largo, casi equivalente al 50% de la longitud del cuerpo. El testiculo es angosto en
su porcion anterior y se ensancha hasta ocupar casi todo el ancho del cuerpo en su regién
media. Espiculas curvadas ventralmente, anchas en su base, con lamina alargada y puntas mas
o menos redondeadas y agudas (Fig. 10C). Fasmido precloacal pequeifio y circular ubicado
muy cerca de la region terminal del cuerpo. Cola muy corta y redondeada, con una

protuberancia central poco evidente (Fig. 11D).

Larvas del segundo estadio (n = 59): Largo del cuerpo (indice L) 484.6 + 6.9 (441 8-
552.8). Ancho mayor del cuerpo: 19.2 + 0.6 (16.0-24.0). Longitud del cuerpo/ancho mayor
del cuerpo (Indice a): 25.5 + 0.6 (20.4-31.1). Distancia del extremo de la cabeza al centro de
la valvula del bulbo medio: 67.6 + 1.2 (54.0-82.6). Distancia del extremo de la cabeza al poro
excretor: 101.5 + 2.2 (86.8-139.9). Ancho del cuerpo a nivel del poro excretor: 184 + 0.5
(15.2-24.0). Distancia del extremo de la cabeza al término de la glandula esofagica dorsal:
187.7 £ 3.9 (153.2-228.7). Longitud total/longitud de la glandula esofagica: 2.6 £ 0.1 (2.2-

3.1). Altura de la cabeza: 4.3 £ 0.1 (3.2-5.6). Ancho de la cabeza en su base: 9.2 £ 0.2 (8.0-
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11.6). Longitud del estilete; 22.6 + 0.5 (18.4-26.8). Largo de los nédulos basales: 2.1 + 0.1
(1.6-3.2). Ancho de los nodulos basales: 4.3 + 0.1 (3.6-6.0). DGED (n = 42). 6.8 = 0.2 (5.6-
8.0). Longitud total del cuerpo/longitud de esofago -desde cabeza al término de glandulas
esofagicas- (indice b’): 2.6 + 0.1 (2.3-3.1). (Longitud de la desembocadura de la glandula
esofagica dorsal a partir de los nodulos del estilete/longitud del estilete)}X100 (indice O) (n =
42): 31.2 + 1.3 (25.0-41.3). Longitud del primordio genital (n = 42): 16.7 + 0.6 (12.0-20.0).
Distancia del extremo de la cabeza a la mitad del primordio genital (n = 42): 2699 = 5.6
(236.8-304.5). Localizacion del primordio genital (%) (n = 42): 55.7 = 0.7 (50.0-60.3).
Longitud de la cola: 56.2 + 1.1 (45.2-66.0). Ancho de la cola a nivel del ano: 11.5 £ 0.3 (8.8-
13.6). Longitud de la region hialina (indice h): 32.2 + 1.0 (24.8-41.2). Ancho de la region
hialina en su inicio: 7.1 = 0.2 (5.2-8.4). Largo de la region hialina/ancho de la region hialina
(Indice h’): 4.6 + 0.2 (3.3-5.8). Longitud de la cola/ancho del cuerpo a nivel del ano (Indice
¢'): 4.9+ 0.1 (4.2-6.2). Longitud del cuerpo/tongitud de la cola (indice c): 8.6 + 0.1 (7.5-10.2)
{(Fig. 12A-D).

Cuerpo alargado, con regién anterior ancha y redondeada y region posterior delgada y
terminada en punta. Anillos del cuerpo evidentes (Fig. 13A). Cabeza separada del cuerpo,
hemiesférica, constituida por cuatro anillos ademas de los pseudolabios y el disco labial (Fig.
14A). Disco labial que tiende a ser octagonal con aristas redondeadas y abertura bucal
rectangular. Pseudolabios laterales mas o menos cuboidales. Pseudolabios subdorsales
fusionados y los subventrales separados (Fig. 14B). Esqueleto cefalico fuertemente
esclerosado. Cefalidias anteriores ubicadas en el tercer anillo corporal y posteriores ubicadas
entre el sexto y el octavo. Bulbo medio redondo y conspicuo, ocupando toda la cavidad del

cuerpo. Glandulas esofagicas alargadas y ocupando casi todo el ancho del cuerpo.

Estilete largo y fuerte, con nodulos prominentes. Nodulos redondeados y prominentes;
nodulo dorsal redondeado en su base y con su region superior ligeramente dirigida
anteriormente (Fig. 13B). Poro excretor conspicuo. No se observaron ni el hemizonidio ni el

hemizonion.

Campo lateral constituido por cuatro incisuras longitudinales de las cuales las dos
exteriores son crenadas. Areolacion presente, principalmente atravesando la zona entre las

incisuras externas y las internas (Fig. 14C). Ancho del campo lateral a nivel medio del
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cuerpo igual a 4.04 = 0.29 um (3.6-4.8), abarcando un 20% del ancho del cuerpo. Ei campo
lateral se reduce a tres incisuras y termina a unos 17 anillos posteriores al ano. Primordio

genital evidente, subecuatorial, constituido por dos células (Fig. 13C).

Region hialina larga, abarcando aproximadamente los udltimos 25 anillos. Cola
terminada en punta, conica aguda, abarcando unos 38-39 anillos (Fig. 13D y E). Fasmidio

pequefio, en forma de poro, ubicado a 8-9 anillos posteriores al ano (Fig. 14D).

Para un primer analisis de los resultados obtenidos es conveniente partir de varias
claves dicotomicas, basadas principalmente en caracteres de las hembras blancas y quistes y
en las que se registran las diferentes especies del género Globodera (Golden, 1985, Golden y
Ellington, 1972; Green, 1971; Mulvey, 1972; Mulvey, 1973; Mulvey y Golden, 1983; Wouts
y Baldwin, 1998). En cada caso se utiliza la nomenclatura y categoria taxonomica considerada

por los distintos autores.

Primeramente, y de acuerdo con Green (1971), los individuos pertenecientes a la
poblacién de Contreras son morfologicamente similares a G. fabacum debido a que en el
patron de estrias entre el ano y la fenestra, éstas suelen estar un poco bifurcadas pero
raramente anastomosadas. Aunado a ello, en la regién del ano se presentan estrias paralelas
que lo rodean. Por otro lado, difieren entre si ya que para el caso de la especie de Globodera
encontrada en Contreras, la distancia vulva—ano es el doble del ancho de la fenestra, en tanto

que en G. tabacum dicha distancia es menor al doble.

Con base en lo considerado por Golden y Ellington (1972), la especie caracterizada en
el presente trabajo presenta similitudes en su morfologia con G. tabacum ya que los quistes
presentan una fenestra vulvar conspicua y el ano es pequefio; el poro excretor esta cerca de la
base del cuello; la abertura vulvar es recta y menor a 25 um de longitud; el patrén de la pared
del quiste presenta estrias rugosas a nivel medio del cuerpo extendiéndose en sentido
latitudinal; el indice “a” en las larvas del segundo estadio es de 18 a 25 pm; el estilete es de
una longitud aproximada a 20 um o mads; el radio de Granek es en promedio igual a 1.5 um
(muy cercano a 1.8 um que corresponde al registrado para la especie de Contreras); ademas,
el patron de estrias en el area perineal es un poco ondulado pero generalmente presenta lineas

paralelas y continuas que circundan a la fenestra. Entre las diferencias se puede mencionar
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que para el caso de G. fabacum la desembocadura de la gléndula esofgica dorsal en
promedio es cercana a 3.5 um pero en el caso de los individuos pertenecientes a la poblacion

de Contreras dicha desembocadura es de 4.7 um.

De lo mencionado por Mulvey (1973), al parecer Globodera sp. de Contreras se
asemeja G. tabacum debido a que el 4rea anal no se halla rodeada por anillos cuticulares y el
patron de estrias entre el ano y la vulva no forma una red sino que son paralelas. Otro carater
compartido es la longitud de la fenestra ya que en G. tabacum es de 28-30 um y en Globodera
sp. de Contreras en promedio es de 27.8 um (22.0-35.2). Por otro lado, a diferencia de G.
tabacum, que presenta cuerpos vulvares (Mulvey, 1973) arreglados regularmente tanto dorsal
como ventralmente a ambos lados de la abertura vulvar, los individuos de la poblacion de
Contreras presentan dichos cuerpos vulvares arreglados dorsal, ventral y lateralmente pero
también irregularmente arreglados a partir de la vulva; ademas, las hembras presentan en la
fenestra tubérculos perineales evidentes y amontonados. Ambos caracteres son semejantes
incluso a aquellos presentados por los ejemplares de la poblacion de Contreras y los de G.
rostochiensis, con quien difiere principalmente en el radio de Granek. En el caso de G.
rostochiensis el radio de Granek es de 2.5 pm o mas (Golden, 1985) y en Globodera sp. de
Contreras es de 1.8 um. Por otro lado, G. tabacum presenta una abertura vulvar de 8-9 pm en
tanto que los individuos pertenecientes a la poblacion de Contreras presentan una abertura

vulvar promedio de 12.6 um.

Remitiéndose a la informacion proporcionada por Mulvey (1972), los individuos de la
poblacion de Contreras son semejantes a G. tabacum debido a que el radio de Granek es en
promedio igual a 1.7 um (1.0-2.8) y la cuticula entre el ano y la fenestra presenta espacios

poco amplios entre las estrias.

Considerando las claves elaboradas por Golden (1985) y Mulvey y Golden (1983),
donde las especies G. tabacum, (. virigniae y G. solanacearum son consideradas como
subespecies del complejo Globodera tabacum, Globodera sp. de Contreras es muy semejante
en su morfologia G. tabacum tabacum y a G. tabacum solanacearum ya que los quistes son
esféricos o subesféricos, no presentan bullae y las larvas del segundo estadio presentan 4
incisuras en su campo lateral. Ademas, e! patron de la pared del quiste presenta estrias

rugosas a nivel medio del cuerpo, el indice “a” de las larvas del segundo estadio es de 18-25 40




pm, la longitud del estilete es igual a 20 pm o mas, la desembocadura de la glandula esofagica
dorsal es aproximadamente un tercio o menos de la longitud del estilete a partir de su base y

finalmente, el radio de Granek en promedio, es igual a 2.0 pm o menos.

Con G. t. solanacearum comparte ademds caracteres tales como la distancia entre €l
ano y el borde mas cercano de la fenestra que en promedio es igual a 48 um y con G. &
tabacum comparte en particular que la cuticula entre el ano y la fenestra presenta estrias

paralelas entre si con poca anastomosis y espacios poco conspicuos entre ellas.

A diferencia de lo descrito por Golden (1985), los individuos de la poblacion de
Contreras se distinguen con respecto de G. t. solanacearum en que la cuticula entre el ano y la
fenestra no presenta grandes espacios entre las estrias ni tampoco forman una red entre ellas.
Ademas, la longitud promedio del estilete de la hembra en . ¢ solanacearum es de 26.2 um
en tanto que para Globodera sp. de Contreras dicha longitud promedio es de 24.5 pm. En
cuanto a las diferencias entre G. £ tabacum y la especie de Contreras, la distancia media del
ano al borde més cercano de la fenestra de la primera es de 41 um en tanto la de la segunda es
de 47.5 pm. Otra diferencia es la longitud promedio del estilete de la hembra ya que en G. .

fabacum ésta es de 22.4 um y en la otra es de 24.5 um.

Considerando a Wouts y Baldwin (1998), Globodera sp. de Contreras es similar G.
palliday a G. tabacum ya que la cuticula del quiste es gruesa y oscura, la longitud del estilete
de las larvas del segundo estadio €s menor que 24 um pero mayor que 20 um, los nédulos del
estilete de las larvas del segundo estadio asemejan una ancla mas o menos pronunciada o
bien, pueden estar aplanados anteriormente. En cuanto a las diferencias, los quistes de la
especie de Contreras si presentan estrias longitudinales y su radio de Granek es menor (1.8
um) al de los quistes de G. pallida (2.5 um). En G. pallida ademas, la distancia del ano al
margen mas cercano de la fenestra es de 43.9 pm comparado con 47.5 um de los individuos
de la poblacion de Contreras; finalmente, los tubérculos perineales son pequefios y discretos
en el caso de G. pallida pero en el caso de la especie mexicana éstos se hallan amontonados

entre si y son muy conspicuos.
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Del analisis antes realizado, existen indicadores que sefialan que los individuos de la
poblacion de Contreras corresponden a una especie que es muy similar a las hoy consideradas
bajo el complejo de subespecies de Globodera tabacum (Mota y Eisenback, 1993a, b y ¢),
mismo que se compone de G. tabacum tabacum, G. tabacum solanacearum y G. tabacum
virginiae. En los Cuadros 3-7 se presentan los principales caracteres analizados de cada
estadio en las descripciones originales de las subespecies del complejo, consideradas
obvimente en su momento como especies, tales caracteres se comparan con los obtenidos para
el caso de los individuos de la poblacion de Contreras. Para ser congruentes con las
descripciones originales, en el andlisis que se presenta a continuacion, las tres se manejaran
como especies tal y como las consideraron sus autores. A la comparacion morfométrica se
suma la comparacion de aquellos caracteres morfoldgicos que diferencian a los individuos
pertenecientes a la poblacion de Contreras con los de las ahora subespecies de dicho complejo

G. tabacum.

Considerando primeramente a las hembras, la longitud corporal de las hembras de
Globodera sp. de Contreras s6lo es mayor que la de las hembras de G. tabacum (653.4 + 26.7
um para la especie de Contreras y 464.0 um para G. tabacum) pero en cuanto al ancho del
cuerpo, en la especie mexicana éste es mayor que el de las otras especies (487.5 = 17.7 um
para los individuos de la poblacién de Contreras, 310.0 pm para G. tabacum, 450.0 = 67.6 um
para G. virginiae y 430.3 + 81.1 um para G. solanacearum). La longitud del cuello es menor
en la especie mexicana que en las tres especies (136.2 + 7.9 um para la especie de Contreras,
144.4 £ 32.5 um para G. solanacearum y 152.1 £ 33.0 um para G. virginiae). Otros caracteres
en los que se marcan diferencias entre la especie de Contreras y las aqui consideradas son: la
distancia de la punta de la cabeza a la mitad del bulbo medio (87.4 £ 2.9 um para Globodera
sp. de de Contreras, 126.3 + 16.2 um para G. solanacearum y 152.1 £ 33.0 um para G.
virginiae), y la desembocadura de la glandula esofagica dorsal (7.8 £ 0.3 um en la especie
mexicana a diferencia de 5.5 um en G. tabacum, 6.0 £ 1.4 um en G. solanacearumy 6.1 + 1.8
um en G. virginiae). De la distancia del ano al margen mas cercano de la fenestra, solo con
respecto a G. virginiae la especie de Contreras presenta diferencias (39.5 £ 2.2 pm para la
especi¢c mexicana en comparacion con 47.2 + 6.5 pum para G. virginiae). Por otro lado, y con
base en la morfologia, G. virginiae es diferente a las dos especies restantes y a la de Contreras

en el hecho de que las hembras presentan los noédulos basales del estilete en forma de zapato
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tipo sueco (Miller y Gray, 1968), caracteristica no observada en el resto de las especies aqui
analizadas. Un altimo caracter a considerar al respecto es la forma de la fenestra, misma que
en las hembras de la especie de Contreras es diferente a la observada en las de G.
solanacearum y G. virginiae ya que en la primera suele ser en forma de barril con bordes
convexos y en la segunda, de forma circular a eliptica. Por su parte, la forma de la fenestra es
muy similar a la observada en G. tabacum donde es eliptica y con bordes que tienden a

estrecharse,

Con respecto a los quistes, tanto los de G. virginiae como los de G. solanacearum
presentan una forma corporal predominantemente ovoide a subesférica (Miller y Gray, 1968,
1972), caracteristica no compartida con G. fabacum quien presenta quistes en su mayoria
esféricos, muy semejantes a los que se presentan en la especie de Contreras. Ademas, si se
considera la region perineal, esta especie mexicana tiende a compartir caracteres con G.
tabacum sobre todo en el patron de estrias entre ¢l ano y la fenestra ya que éste se constituye
de estrias practicamente paralelas y con espacios entre ellas poco evidentes (Lownsbery y
Lownsbery, 1954). Para el caso de G. solanacearum este patrén se conforma con lineas mas o
menos paralelas pero presenta la particularidad de que los espacios entre ellas son bastante
conspicuos (Miller y Gray, 1972) y en G. virginiae dicho patron forma una red muy
caracteristica debido a la anastomosis de las estrias (Miller y Gray, 1968). Desde el punto de
vista morfomeétrico, los quistes de Globodera sp. de Contreras se encuentran dentro del rango
de longitud que presentan los quistes de G. solanacearum y (. virginiae aunque a su vez son
diferentes a ellos (739.0 + 35.6 um para la especie mexicana, 717.6 + 58.7 um para G.
solanacearum y 767.0 £ 69.2 um para G. virginiae) y mas grandes que los de G. tabacum
(536.0 um); lo mismo sucede con el ancho corporal respecto a G. tabacum y G. solanacearum
(577.9 £ 40.1 um para la especie de Contreras, 496.4 + 54.9 um para G. solanacearum y
459.0 um para G. tabacum). La especie de Contreras también se diferencia de las otras en la
longitud del cuello ya que en ésta es menor que la que presenta cualquiera de ellas (123.6 +
5.8 yum para Globodera sp. de Contreras, 154.2 + 27.6 um para G. solanacearum 1458 + 31.3
um para G. virginiae). En la region perineal se observa que las dimensiones de la fenestra son
mayores en el caso de la especie de Contreras, promediando un didmetro de 27.0 + 1.0 um
que es mayor a las 22.6 + 2.5 um de G. solanacearum y 18.7 + 2.3 um de G. virginiae. En

cuanto al radio de Granek se evidencia una diferencia notable entre estas dos especies y la de
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Contreras. Para el caso de G. solanacearum el radio de Granek es de 2.2 = 0.4 um y para G.
virginiae de 2.8 + 0.2 um, valores mayores a 1.8 + 0.1 um correspondiente a los quistes de la

poblacidon mexicana.

De acuerdo con la morfologia de los machos de las tres especies y los de la especie de
Contreras, en los machos de ésta ultima se presentan areolaciones regularmente ubicadas en ¢l
campo lateral, condicion diferente para las otras tres especies, ya que aunque el campo lateral
de los machos presenta areolaciones, éstas se presentan de manera irregular, €sto es, no son
muy frecuentes a lo large del campo lateral. Entre los caracteres morfométricos en que
difieren estan: la desembocadura de la glandula esofagica dorsal (4.7 £ 0.2 um en la especie
de Contreras, 3.5 £ 0.9 um en G. virginiae, 2.3 £ 0.7 um en G. solanacearum y 3.6 um en G.
tabacum) y la longitud de la cola, principalmente con las especies G. tabacum y G. virginiae,
promediando valores de 1.9 pm y 2.7 £ 1.1 um respectivamente por 4.1 £ 0.4 um de la

especie mexicana.

Desde €l punto de vista morfologico, en cada una de las descripciones originales de las
tres especies se menciona el nimero de anillos que constituyen la cabeza de las larvas del
segundo estadio. Para las larvas de G. fabacum se reportan 5 anillos, para G. solanacearum 7
anillos, para G. virginiae 5 anillos y en las larvas de la especie de Contreras se observan
claramente 6 anillos, incluyéndose en cada caso el mas superior y que comesponde al disco
labial. En cuanto a la morfometria, las larvas del segundo estadio de Globodera sp. de
Contreras presentan un indice “a” mayor que el registrado para las larvas de las otras especies
ya que en el caso de la poblacién mexicana éste es de 25.5 £ 0.6 um en tanto que para G.
tabacum y G. solanacearum el indice “a” es de 23 pm y de 24.7 £ 1.5 um para G. virginiae.
Existen otros caracteres en los cuales la especie encontrada en de Contreras difiere con
respecto a alguna o algunas de las especies referidas, siendo éstos: la distancia de la cabeza al
término de las glandulas esofagicas, que en los individuos pertenecientes a la poblacion de
Contreras es de 187.7 = 3.9 pm en tanto que para G. solanacearum es de 169 =+ 9.8 um y para
G. virginiae es de 172 um, la desembocadura de la glandula esofagica dorsal (5.5 pm para G.
tabacum, 5.5 + 0.6 pm para G. solanacearum y 6.1 £ 0.8 um para G. virginige contra 6.8 +
0.2 um que corresponden a la poblacién de Contreras) y la longitud de la region hialina de la
cola ya que en el caso de la especie descrita en el presente trabajo ésta es de 32.2 £ 1.0 um,
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mayor que la de las tres especies (28.0 pum para G. fabacum, 24.1 £ 2.7 um para G.
solanacearum y 27.1 £ 3.3 um para G. virginiae). Lo mismo sucede con la longitud de la cola
ya que mientras en G. tabacum ésta es de 52 pm, en G. solanacearum de 50.3 £3.9 umy en
G. virginiae de 50.3 £ 3.8 um, las larvas de la especie mexicana presentan una longitud de

56.2+ 1.1 um,

Con respecto a los huevos, y considerando la morfometria, existen diferencias tanto en
los huevos embrionados como en los larvados, ya que la longitud de los huevos en Globodera
sp. de Contreras es mayor, promediando 113.5 pum en los embrionados y 115.5 um en los
larvados, en tanto que el promedio de longitud para cada una de las tres especies no alcanza

las 100 um.

Un analisis mayor para poder ubicar a la especie encontrada en Contreras puede
hacerse considerando los trabajos realizados por Mota y Eisenback. (1993a, b y c), donde
realizan un estudio morfologico y morfométrico de los principales estadios de diferentes
poblaciones correspondientes a las subespecies del llamade complejo G. tabacum (Mota y
Eisenback, 1993c). Estas poblaciones son oriundas de varias localidades de los estados

norteamericanos de Virginia, Connecticut y Massachusetts.

La especie de Contreras, en cuanto a sus quistes, presenta algunas diferencias con las
especies norteamericanas entre las que se encuentran: en la poblacion mexicana los quistes
presentan una longitud corporal mayor, ya que en ésta dicha longitud es de 739.0 + 35.6 um
mientras que en las especies norteamericanas oscila entre las 531 y las 687 um; los quistes
también presentan un ancho corporal intermedio (577.9 + 40.1 um) entre los valores de las
especies norteamericanas pero a su vez diferente a todos ellos; el niumero de estrias entre la
fenestra y el ano marca otra diferencia entre algunas especies norteamericanas y la mexicana
debido a que en ésta el nimero de tales estrias es aproximadamente 11, similar Gnicamente a
2 de las 15 poblaciones analizadas al respecto. Estas dos poblaciones corresponden a G. .
virginiae, que de antemano como subespecie es diferente a la de Contreras porciue en ¢sta el
arreglo de las estrias es paralelo y en G. £ virginiae el patron es reticulado (Mota y Eisenback,
1993b). Un ultimo caracter morfométrico de importancia es el radio de Granek, modificado

por Hesling (Hesling, 1973), porque permite discriminar especies y en el presente caso
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diferenciar a la de Contreras de manera clara de las poblaciones que corresponden a la
subespecie G. t. virginige. En promedio, para dicha subespecie el radio de Granek es mayor a
las 2.0 um en tanto que para Globodera sp. de Contreras es de 1.8 + 0.1 um, muy cercano a la

vez al registrado en G. & solanacearum y G. t. tabacum,

Las hembras blancas de la especie mexicana también presentan tanto una longitud
como una anchora corporal mayores que las de las especies norteamericanas. Con referencia a
las estrias entre la fenestra y el ano, similar a lo sucedido con los quistes, la especie de
Contreras presenta valores similares a los de los individuos de una poblacién de la subespecie
G. t. virginiae en cuanto al nimero, pero como se habia mencionado anteriormente, el patrén
de estrias caracteristico de G. t. virginiae es diferente al observado en la especie mexicana y
ello permite discriminar tal similitud. Otro caricter a resaltar es la longitud de la fenestra,
menor en la especie mexicana (21.6 + 0.8 um) con respecto a las demas poblaciones de las
tres subespecies norteamericanas (23.5-27.0 pm en promedio); en su ancho por el contrario,
es mayor en la especie mexicana (22.8 + 0.8 um) comparado con el de las especies
norteamericanas (19.0-21.4 um). Una diferencia a considerar como importante es la longitud
de la abertura vulvar ya que en el presente caso ésta es de 12.6 + 0.4 um, mayor que el de las
hembras del resto de las especies registradas por Mota y Eisenback (1993b) (entre las 8.0 y
las 9.7 um). Mota y Eisenback (1993b) constderan que las caracteristicas morfologicas mas
confiables en hembras blancas y quistes para separar cada subespecie entre st y con respecto a
otras especies semejantes son: la forma de los nodulos del estilete de la hembra, la forma
como estan dispuestos los tubérculos perineales en los margenes de la fenestra, la forma del
quiste, la apariencia del ano y el patron de estrias entre la fenestra y el ano. Partiendo de lo
antes mencionado, la especie encontrada en Contreras tiende a ser mas cercana a G. &
tabacum que a las otras dos subespecies debido a que los tubérculos perineales en la
poblacidn de Contreras estan amontonados, los nddulos del estilete estan dirigidos
posteriormente, los quistes tienden a ser esféricos, el ano es evidente y bien delimitado por un
par de estrias (una anterior y otra posterior) y las estrias entre la fenestra y el ano son paralelas

entre si, poco anastomosadas y con espacios estrechos entre ellas.

De acuerdo a lo reportado por Mota y Eisenback (1993a) en cuanto a los machos, los
de Globodera sp. de Contreras difieren de los de las especies norteamericanas en el nimero

de anillos que forman la cabeza ya que se menciona que el nimero en éstos es de 6 ademés46




de los pseudolabios y el disco oral y en el presente caso los anillos cefalicos son solamente 5
ademas de los pseudolabios y el disco oral. Otros caracteres que marcan diferencias entre
algunas especies norteamericanas y la de Contreras son: las espiculas, ya que los machos de la
especie mexicana presentan espiculas con lamina larga, caracteristica que les acerca a los
individuos de las poblaciones de G. t. tabacum y los separa a su vez de los de G. 1. virginiae y
G. t. solanacearum; los machos son menos largos (1016.8 + 26.6 um) que los de las especies
norteamericanas (entre las 1079.1-1186.3 um) al igual que su distancia de la cabeza al centro
del bulbo medio (83.3 + 2.7 um para Globodera sp. de Contreras y valores entre las 92.0 y
las 98.5 um para las especies norteamericanas); la desembocadura de la glandula esofagica
dorsal es menor en los machos de las especies norteamericanas (4.0 pm en promedio contra
;;_7 + 0.2 pm de la especie mexicana); la longitud de las espiculas, caracter atil en la
diferenciacion de las subespecies del complejo, es menor en los machos de Globodera sp. de
Contreras (31.1 + 1.2 um) que en el resto de los individuos de las poblaciones estudiadas por
Mota y Eisenback (1993c) (entre las 34.0 y las 35.0 um); y finalmente, en cuanto a la longitud
de la cola, los machos de la especie de Contreras presentan un valor menor (4.1 £ 0.4 um) al
de los pertenecientes a las poblaciones de las subespecies G. t. virginiae y G. t. solanacearum

{con valores entre 4.8-5.6 jum).

A partir de los datos presentados por Mota y Eisenback (1993c¢), en lo que corresponde
a las larvas del segundo estadio, se tiene que en cuanto a su longitud corporal, en Globodera
sp. de Contreras ésta es de 484.6 £ 6.9 um y para los individuos de las diez poblaciones
norteamericanas en promedio oscila entre las 515.0 y las 576.1 um. Del ancho corporal, la
especie mexicana presenta un promedio de 19.2 + 0.6 um en tanto que el intervalo de valores
de los individuos de tales poblaciones oscila entre las 22.4 y las 26.0 um. Otras diferencias
son: la desembocadura de la glandula esofagica dorsal, mayor en los individuos de la
poblacion de Contreras (6.6 = 0.6) con respecto a la registrada en las otras subespecies (con
valores entre las 5.8 y 6.1 um; la longitud de la regién hialina, un caracter morfométrico que
Mota y Eisenback (1983c) consideran como importante en la diferenciacion de subespecies y
especies cercanas al complejo G. tabacum, y en donde para los individuos pertenecientes a las
poblaciones norteamericanas oscila entre las 20.9 y las 29.8 pum, valores menores a las 32.2 +

1.0 um registradas en los individuos de la poblacion mexicana.
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Entre los huevos, desde el punto de vista morfologico, no existen diferencias entre la
especie mexicana y las norteamericanas. En cuanto a su morfometria, Mota y Eisenback
(1993c¢) presentan medidas de individuos de 21 poblaciones y en donde los individuos de la
poblacién mexicana comparten caracteres con algunos, tanto en longitud como en anchura.
Cabe mencionar que a pesar de que se llegasen a presentar diferencias con respecto a los de
otras poblaciones, de acuerdo con Mota y Eisenback (1993c), la morfometria de los huevos
suele ser poco util para diferenciar a las subespecies del complejo G. tabacum de otras

especies muy semejantes como en el presente caso.

Ahora bien, tomando en cuenta todos lo elementos ya vertidos, se considera que
Globodera sp. de Contreras es una especie que comparte mas caracteres con G. . tabacum
que con G. ¢t virginiae y G. t. solanacearum. Con G. t. virginiae difiere principalmente en

que:

1. El patron de estrias entre el ano y la fenestra en quistes y hembras de G. 1. virginiae es
reticulado debido a que la mayoria de las estrias se anastomosan entre si en varios de sus
puntos, condicion no presente en la regién perineal de los individuos de la poblacion de
Contreras

2. En G. ¢. virginiae las hembras presentan su nédulo dorsal con una proyeccidon anterior muy
pronunciada, caracteristica no observada en las hembras de la especie de Contreras.

3. El radio de Granek en G. t. virginiae es en promedio de 2.8 um, mayor al registrado en los
individuos de la especie mexicana.

4. Los quistes y las hembras son en promedio mas pequefias en G. f. virginiae que en
Globodera sp. de Contreras aunque su cuello es mas largo.

5. La distancia del ano al margen mas cercano de la fenestra es mayor en G. £ virginiae pero
la longitud de la abertura vulvar en sus hembras es menor.

6. Los machos en G. t. virginiae presentan un valor menor de la desembocadura de la
glandula esofagica dorsal y una longitud de la cola mayor.

7. En el campo lateral de los machos de G. ¢ virginiae no se observan estriaciones que lo
crucen de manera continua o regular a diferencia de lo que sucede con los machos de la
especie encontrada en Contreras.

8. En la region cefalica los machos de G. t virginiae presentan 6 anillos ademas de los

pseudolabios y el disco labial en tanto que los machos de Globodera sp. presentan 5 anillos
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cefalicos.
9. Las larvas del segundo estadio, en G. t virginige, presentan mayores dimensiones
corporales que las de Contreras y tanto en la desembocadura de la glandula esofagica dorsal

como en la longitud de la regién hialina sus valores son menores.

Considerando ahora a G. ¢ solanacearum, también existen marcadas diferencias

comao:

1. El patrén de estrias entre el ano y la fenestra en esta subespecie presenta espacios bastante
evidentes entre ellas {de una amplitud mayor a las estrias mismas), condicién no observada en
el patron perineal ni de quistes ni de hembras de la especie de de Contreras.

2. Los quistes y las hembras son mas pequeiias que las de Globodera sp. de Contreras aunque
su cuello es mas largo en ambos estadios.

3. La longitud de la abertura vulvar de las hembras es menor.

4. Los machos de G. ¢ solanacearum presentan un valor menor en su desembocadura de la
glandula esofagica dorsal y una longitud de la cola mayor que los correspondientes a la
poblacion encontrada en Contreras.

5. En el campo lateral de los machos no se observan estriaciones que lo crucen de manera
continua o regular tal y como se observa en los machos de la especie caracterizada en el
presente trabajo.

6. En la region cefalica también los machos de G. ¢ solanacearum presentan 6 anillos ademas
de los pseudolabios vy el disco labial.

7. Los machos en promedio son mas largos en G. t solanacearum y tanto la longitud del
estilete como la de las espiculas, es mayor en los machos de G. . solanacearum que en los de
la especie mexicana.

8. Las larvas del segundo estadio en G. t. solanacearum son mas largas y anchas de su cuerpo
que las de Globodera sp. de Contreras.

9. Tanto en la desembocadura de la glandula esofagica dorsal como en la longitud de la region

hialina, las larvas del segundo estadio de G. 1. solanacearum presenta valores menores.

Con G. & tabacum, la especie mexicana comparte caracteres que las asemejan tales
como: el patron de estrias entre la fenestra y el ano, que en ambos casos se constituye de

estrias mas o menos paralelas, con poca anastomosis entre si y espacios entre ellas muy
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reducidos; ambas presentan tubérculos perineales conspicuos; el radio de Granek en promedio
es de 2.0 o un poco menos para G. . tabacum, muy cercano al registrado para los individuos
de la poblacion de Contreras, la fenestra, en las dos es muy similar ya que ésta es eliptica y
sus bordes tienden a estrecharse; ademas, los nodulos del estilete de las hembras en ambos

casos son robustos y cortos, dirigidos posteriomente.
A pesar de tales semejanzas, existen diferencias que es importante mencionar

1. El nimero promedio de estrias entre el ano y la fenestra en los quistes y hembras de G. &
tabacum es entre 8 y 9 a diferencia de un promedio de 11 estrias presentes en el caso de la
especie mexicana.

2. La longitud de la abertura vulvar es menor en G. . tabacum.

3. Tanto los quistes como las hembras de G. «. tabacum presentan un indice “a” menor en
promedio pero el cuello, en ambos estadios, es mas largo. En cuanto al indice “a” de los
quistes, el de los individuos de la poblacion de Contreras es de 1.3 = 0.1 pm y el de los
quistes de G. t. tabacum es en promedio de 1.0 £ 0.1 pm. De las hembras blancas, el indice
“a” es de 1.4 £ 0.1 um en Globodera sp. de Contrerasy en G. . tabacum de 1.0+ 0.1 pym. En
cuanto a los cuellos, los quistes de la especie mexicana presentan una longitud de 123.6 + 5.8
um y los de G. t. tabacum aproximadamente unas 133.7 pm. El cuello de las hembras blancas
de la especie mexicana es de 136.2 + 7.9 um, contra una longitud de 155.0 um para las
hembras G. 1. tabacum.

4. La distancia del ano al margen mas cercano de la fenestra es menor en G. & tabacum (41
pum) comparada con la registrada para los individuos de la poblacion de Contreras (47.5 um).
5. En G. t. tabacum los machos presentan areolaciones en su campo lateral de manera poco
frecuente a lo largo del mismo a diferencia de los machos de la especie encontrada en
Contreras, ya que en éstos tales areolaciones son regulares.

6. Los machos de G. 1. tabacum en general son mas largos (1186.3 + 107.3 um) que los de la
especie mexicana (1016.8 + 26.6 um), y la longitud de espiculas también es mayor (34.8 £ 1.8
pum en G. t. tabacum contra 31.1 £ 1.2 um en los machos de Globodera sp. de Contreras).

7. En la region labial, vista de manera frontal, se observa una diferencia entre los machos de
ambas y que consiste en que los machos de G. 1. tabacum presenta tanto sus pseudolabios

subdorsales como los subventrales fusionados, condicion muy diferente a los machos de la
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especie mexicana cuyos pares de pseudolabios estan marcadamente separados, ademas de que
sus bordes son mas redondeados que los de G. . tabacum.

8. El nimero de anillos que constituyen la regién labial en los machos de G. «. tabacum es de
6, ademas de los pseudolabios y el disco iabial, uno mis que el nimero presente en los
machos de la poblacion estudiada.

9. Los nodulos del estilete en los machos de G. «. tabacum son mas pequefios y alargados. Los
machos de Globodera sp. de Contreras presentan nddulos mas grandes, robustos y poco
alargados.

10. En el patron frontal de la region labial de las larvas del segundo estadio de G. &. tabacum
se observa que los pseudolabios subdorsales y los subventrales estan fusionados ademas de
que el vértice de union en ambos no es redondeado sino que forma una arista mis o menos
pronuciada, semejante a un triangulo. Por su parte en las larvas de la especie mexicana los
pseudolabios subventrales estan separados y la disposicion de los éstos y los subdorsales en el
punto en el que se unen es redondeado y no triangular.

11. El estilete de las larvas del segundo estadio en ambos casos presenta su nédulo dorsal
dirigido ligeramente hacia la region anterior y con un angulo poco pronunciado con respecto a
la base del estilete aunque mas evidente en las larvas de G. . tabacum que en las de la especie
de Contreras.

12. La region hialina, caricter de importancia taxonomica, es diferente entre ambas, ya que la
longitud de ésta en las larvas de Globodera sp. de Contreras es de 32.2 £ 1.0 um, mayor a la
de las larvas de G. t. tabacum (entre 20.9 y 27.5 pum).

13. La desembocadura de la glandula esofagica dorsal es menor en G. ¢ tabacum (6.8 £ 0.2
pm en las larvas de la especie mexicana y 5.8 £ 0.7 um en G. ¢. tabacum).

14. Tanto la longitud como el ancho medio del cuerpo son mayores en las larvas de G.
tabacum, pero considerando el indice “a”, que relaciona ambos caracteres, éste es menor en
las larvas de G. t. fabacum (21.5 pm en las larvas de G. 1. tabacum y 25.5 £ 0.6 um en las de

Globodera sp. de Contreras).
De esta manera, se considera que la especie encontrada en Contreras, a pesar de

presentar algunas similitudes con ¢l complejo G. tabacum y en especial con la subespecie G.

t. tabacum, puede tratarse de una especie aun no descrita.
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4.2 ALTERACIONES A NIVEL DE LOS TEJIDOS DE LA RAIZ CAUSADAS POR
Globodera sp. EN Jaltomata procumbens.

Para tener un marco de referencia y definir mas claramente las alteraciones que se
manifiestan en los tejidos de la raiz del hospedante de la especie de Globodera presente en
Contreras, a continuacion se describen las caracteristicas anatomicas de la raiz de .J
procumbens en ausencia del nematodo para posteriormente dar paso a la descripcion de las

modificaciones que sobre dicho patrén anatdémico se observaron.

Tejido sano.

Del analisis hecho a partir de los cortes realizados de tejido sano de la raiz, se hicieron

las siguientes observaciones:

a) Cortes transversales:

Las células epidérmicas son mas o menos cuboidales, formando una sola capa en cuya
pared exterior se presenta una cuticula mas o menos gruesa. Las células del cdrtex presentan
un diametro de 50.0 £ 2,10 pm (n = 100). Por su parte las células de la endodermis tienen un
ancho de 39.4 £ 3.56 pm (n = 44) y fondo de 13.1 £ 1.43 um (n = 44). El tamafio de sus
nicleos es de aproximadamente 5.6 £ 0.36 um (n = 90) y se observa uno por célula. Sus

nucleolos apenas son evidentes o en algunos casos dificiles de observar.

Hacia el centro de la raiz se presentan varias capas de células (de 4 a 5) entre la
endodermis y los tejidos vasculares, correspondiendo al periciclo (parénquima vascular) (Fig.
15A y B). Los elementos de los tubos cribosos que constituyen al floema se encuentran entre
los brazos del xilema, dispuestos en cumulos discretos. El xilema se compone de varios
brazos (de 3 a 6) con crecimiento de tipo exarco (desarrollo centripeto del xilema primario),
caracteristico en las raices de las angiospermas. Puede haber variacién en el namero de brazos

de xitlema de acuerdo con el grado de desarrollo de la raiz. No se presenta médula.

En las células del cortex se observa que sus paredes son delgadas, con citoplasma

hialino y pequefios plastos que en ocasiones se agrupan en torno al nucleo. En algunas es
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posible observar ciertas inclusiones lipoides esféricas.

b) Cortes longitudinales:

Las células epidérmicas son mas largas que anchas aunque algunas tienden a ser
isodimétricas. Estas células presentan cuticula gruesa. Las células parenquimaticas del cortex
presentan una longitud de 116.8 £ 3.65 um (n = 100) y un ancho de 31.8 = 1.05 um (n = 100).
Las células del cortex pueden ser desde alargadas hasta isodiamétricas. En cuanto a las células
que conforman la endodermis, su longttud es de 69.5 + 4.56 um (n = 30). El tamafio de
micleos es de 8.9 £ 0.36 um (n = 90), son pequeifios y redondeados, correspondiendo uno por

célula.

En el caso de los cortes longitudinales, se observan algunas células un poco alargadas
en la region del cortex cuyas paredes estan engrosadas. Estas células suelen formar nidos y se
ubican muy cercanas a la region de la endodermis. Por las caracteristicas de su pared
(lignificacion y formacidon de punteaduras incipiente) puede caracterizarse como un

parénquima escler6tico (Fig. 15Cy D).

En la region de los tejidos vasculares se observa que el xilema se constituye
principalmente de miembros de vaso con placas perforadas simples y con un patrdén de
ornamentacion de la pared secundaria de tipo reticulado. Las células del floema, contiguas a
las del xilema, son alargadas y delgadas, evidenciandose por la presencia de depositaciones de

calosa entre las paredes superior-inferior de elementos de los tubos cribosos contiguos.

Tejido infectado.

En la region de los tejidos vasculares se observa una masa multinucleada de forma
variable que corresponde propiamente al sincicio. En el plano transversal se observa que hacia
la region que se halla en contacto con los tejidos vasculares el sincicio se estrecha pero
conforme ocupa parte del periciclo y del cortex en algunos casos, el sincicio se ensancha con
lo que se asemeja a una cuiia (Fig. 16C y F). En ocasiones el ensanchamiento en su region
distal puede ser demasiado pronunciado y el sincicio adquiere una forma oblonga (Fig. 16E).

En corte longitudinal el sincicio es alargado, con su extremo mas préximo al sitio de
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alimentacion ensanchado y redondeado. El extremo del sincicio mas alejado del nematodo es
estrecho y con punta mas o menos conoide-redondeada (Fig. 17B-D). En las paredes que se
hallan en contacto con el xilema se observan sobrecrecimientos internos de la pared que son
positivos al verde rapido y que dan cuenta de la presencia y acumulacién de material cuya
funcion probablemente sea alimenticia (Figs. 16C y F y 17D y F). Las dimensiones del
sincicio en corte transversal son de 148.8 + 16.7 um (102.0-210.0 um) X 197.8 £ 17.5 um
(130.0-279.0 um) (n = 28), en tanto que en corte longitudinal son de 461.3 + 23.7 pm (395.0-
515.0 um) (n = 28) X 134.5 + 21.5 um (92.0-198.0 um). Los sincicios los constituyen desde
pocas células (5-6) hasta por lo general unas 15, aunque en algunos se observan mas de 20
células (20-25) (Figs. 16C-Fy 17C-D y F).

El sincicio ocupa principalmente la region vascular, invadiendo tanto la region de los
elementos de conduccion como el periciclo. Ademas, se observa que la endodermis también
es afectada ya que al darse el crecimiento del sincicio ésta se rompe y entonces el sincitio
incluso llegar a invadir, en ocasiones, parte del cortex (Fig. 16C-F). El sincicio suele ser mas
grande y evidente en la region que coincide con la porcion mas distal de la cabeza del
nematodo. Puede invadir el parénquima cortical, siendo ésto evidente en la region del sincicio

que es mas anterior a la cabeza del nematodo.

Dentro del sincicio se observan huecos o bien los fragmentos de las paredes celulares
de aquéllas células que lo constituyen. Dichos fragmentos se pueden observar en cualquier
nivel del sincicio (Figs 16C, E y F y 17D). Las unicas paredes que se mantienen enteras son
las que limitan al mismo sincicio. Algunos sincicios vacios no presentan paredes

fragmentadas sino que se observan desgarradas.

Los nucleos del sincicio son numerosos y se encuentran dispersos en el citoplasma. En
cuanto a su nimero, se presentan de 5 a 6 en promedio aunque en algunos sincicios puede
haber mas de 10 dependiendo del nimero de células incorporadas. En general son nucleos
grandes, siendo algunos elipticos y otros de forma ameboide. Su diametro es de 20.9 £ 0.3 um
(15.0-23.0 um) (n = 144). Los nucleos presentan nucleolos evidentes (uno por nicleo),

positivos a la safranina y con didmetro de 5.2 + 0.2 pm (4.0-7.0 um) (n = 122).
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El citoplasma del sincicio es denso, oscuro y granular (Figs. 16C-F y 17B-D y F).
Dentro de los sincicios se observan pequefias estructuras constituidas cada una por una
membrana conteniendo un pequefio corpusculo central opaco. Dichas estructuras son
evidentes adheridas a la pared mas cercana al sitio de alimentacion del nematodo (Fig. 16B).
En otros sincicios se observa la presencia, dentro de ellos, de numerosas hifas de hongos
dispersos en el citoplasma o acumulados hacia la zona de alimentacion del nematodo y en
ocasiones es posible observar la direccion que sigue el citoplasma al ser absorbido mediante
el estilete del nematodo. En las paredes que corresponden al sitio de alimentacion del
nematodo se observa que éstas se hallan engrosadas y son positivas a la safranina (Figs. 16B y
Dy 17C y E). Asociadas a las paredes que se hallan en contacto con la cabeza del nematodo,
se observan pequefias vesiculas esféricas y hialinas, mismas que se ubican sobre dichas

paredes y hacia el lado que da a la cabeza del nematodo (Fig. 17E).

En lo que se refiere a las células con las que estd en contacto el cuerpo del nematodo,

que principalmente son células del cortex, estas se observan sumamente necrosadas.

Cabe mencionar que en campo las raices donde se observan las hembras blancas
presentes, no se observa ningun sintoma caracteristico debido a nematodos tales como
agallamiento o la formacién de raices cortas y gruesas. De la raiz primaria, la cual se halla
muy engrosada, se originan raices largas, delgadas y profundas, mismas que son las que
principalmente se ven infectadas por el nematodo. En lo que respecta a la parte aérea, no se
observa clorosis en el follaje, no hay achaparramiento y de manera normal se da la floracion y
fructificacion del hospedante. El principal problema que padecen las plantas, sobre todo al
inicio del desarrollo de nuevo follaje, es la herbivoria que va desde un bajo a un alto nivel de
incidencia’. Las plantas completan su ciclo y retofian en el siguiente. En cuanto a la
abundancia del hospedante, no se observan manchones donde de manera evidente las plantas
no crezcan sino que al contrario, son muy ubicuas en la localidad y crecen aparentemente sin
problemas a pesar de la presencia del nematado; asi, aunque la incidencia del nematodo es

alta, también la es la del hospedante.

De acuerdo con los resultados obtenidos, esta especie del género Globodera causa en

su hospedante, J. procumbens, la formaciéon de estructuras celulares para sustentar la

! Dado €l enfoque del presente trabajo, en éste no se estudio el agente causal de 1a herbivoria en J. procumbens 33




alimentacion de los diferentes estadios sedentarios del nematodo. Estas modificaciones en los
tejidos de la raiz de J. procumbens concuerdan con lo registrado para las especies
pertenecientes a la Subfamilia Heteroderinae, entre las que se encuentran los formadores de
quistes. Globodera spp., asi como se ha documentado para Heferodera spp., inducen en sus
hospedantes la formacién de una masa citoplasmatica multinucleada o sincicio (Cohn et al.,
1984; Mundo-Ocampo y Baldwin, 1983 a, b; Hoopes ef al., 1978 y Taylor ef al., 1978) y tal
condicién en raices de papa infectada por larvas del nematodo dorado fue registrado por
primera vez por O’Brien y Prentice en 1930 (citado por Hoopes ef al, 1978). En el presente
caso se observo la formacién de sincicios, caracterizados por el hecho de que en la zona de los
tejidos vasculares de raices de J procumbens se evidencido la presencia de masas
citoplasmaticas de grandes dimensiones conteniendo numerosos nucleos, de grandes
dimensiones y de forma variada, desde esférica a ovoide o totalmente ameboide. En cada
nicleo se observo a su vez un nucleolo bastante evidente. La naturaleza multinucleada de los
sincicios, de acuerdo con las observaciones realizadas, se debe a la incorporacion de células
contiguas y la subsecuente fragmentacion de sus paredes celulares, eventos evidenciados en
los tejidos de raices de J. procumbens, por la presencia de grandes espacios entre las paredes
de células vecinas que constituian en conjunto a cada sincicio y por la incorporacion de sus
nicleos en una misma masa citoplasmatica. De acuerdo con Jones (1981), las aberturas que se
forman por dicha fragmentacion de las paredes permiten el libre movimiento de organelos y
nucleos entre las células que forman al sincicio. Endo (1985), observando raices de soya y
tabaco encontrd que las disoluciones de la pared coincidian con los sitios que originalmente
eran ocupados por campos primarios de punteaduras. Dado que en el cortex la expansion del
sincicio es limitada, los espacios que se forman entre las células, observados con microscopia
electronica de barrido, son redondeados; en cambio, en el caso de sincictos formados en la
region de los tejidos vasculares, donde el crecimiento es mayor, se suelen observar solamente
columnas de remanentes de pared celular que marcan la linea de las células originales y dando

la impresion de que las paredes son plasticas y facilmente deformables (Jones, 1981).

J. procumbens no ha sido registrada como hospedera de alguna especie de Globodera,
por lo que la ocurrencia de un tipo de transformacion de tejidos radicales muy similar al
sefialado en otros hospedantes confirma el hecho de que el tipo basico de respuesta del
hospedante es aparentemente una funcién del nematodo mas que del hospedante (Mundo-

Ocampo y Baldwin, 1983a y b) y dicho tipo de respuesta, debido al efecto patogeno de un
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genero de nematodo dado, es consistente entre una gran variedad de especies del hospedante

(Jones y Dropkin, 1975 y Mundo-Ocampo y Baldwin, 1983 b).

De la ubicacion del sincicio causado por los nematodos formadores de quistes, se sabe
que esta estructura celular puede localizarse en el periciclo, la endodermis o en el cortex
adyacente (Jones, 1981). En el presente caso, los sincicios observados se ubican muy cerca de
la zona de los tejidos vasculares, ocupando ademas parte de periciclo y endoermis hasta llegar
al cortex en algunos casos, y provocando que los elementos conductores se distorsionen y
sean desplazados. Este es un efecto comun ain entre diferentes respuestas inducidas en su
hospedante por parte de otros Heteroderinae como Meloidodera spp.(Cid del Prado y
Cardenas, 1995). La forma general de los sincicios obsevados se asemeja a la que adopta la
célula gigante uninucleada inducida por S. hydrophila (Mundo-Ocampo y Baldwin, 1983a),
donde el sitio de alimentacion, que colinda con la orilla interna del cortex, se expande
radialmente y dichas células tienden a estrecharse en la zona de los haces vasculares en
contacto con el floema y el xilema. Se sabe que a medida que las células cambiales son
incorporadas al sincicio y se van conformando los engrosamientos secundarios de los
elementos traqueales ya presentes, los sincicios no permiten la formacién de nuevo xilema en
el sitio que ellos ocupan, ello lleva al desarrollo de sincicios que adoptan una forma de cufia
en vista transversal, en contacto con varios elementos del xilema recién diferenciados que se

forman en sitios donde el crecimiento secundario deberia darse (Jones, 1981).

Por otro lado, y a diferencia de otros géneros que causan la hipertrofia de células, en el
presente caso se observo la formacion de sobrecrecimientos en la pared del sincicio adyacente
a los tejidos vasculares. Estos sobrecrecimientos fueron primeramente sefialados por Jones y
Northcote (1972) sobre la superficie interna de la pared celular. Aparentemente dichos
sobrecrecimientos facilitan el movimento de solutos del sistema vascular de las raices para la
alimentacion del nematodo por incremento del area superficial del sincicio ya que amplifica el
area de la membrana celular (Hoopes et al., 1978 y Jones, 1981). Tal sugerencia se basa en la
intima relacién espacial que guardan tales sobrecrecimientos principalmente con los
elementos de vaso ya que solo es en esa zona donde tales sobrecrecimientos se observan.
Estos sobrecrecimientos son depostios de pared secundaria no lignificados y se componen de
microfibrillas irregulares de celulosa asi como de material de la matriz celular (Jones, 1981).

Tal y como lo menciona Jones (1981), estos sobrecrecimentos son caracteristicos en las
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llamadas células de transferencia que algunas plantas presentan de manera natural; incluso, en
tales c€lulas los nicleos suelen ser grandes y ameboides, su vacuola principal se fragmenta en
varias vacuolas o puede desaparecer y en el citoplasma organelos como las mitocondrias y el
aparato de Golgi incrementan en nimero. De acuerdo con Jones y Northcote (1972), estos
sobrecrecimientos son muy similares entre los nematodos formadores de quistes y los
agalladores y en cuyos casos se asocian a la transferencia de nutrientes de la planta a la
estructura celular nutricia correspondiente. En general este tipo de engrosamiento es
caracteristico en células mas cercanas a los elementos de vaso que a los elementos del tubo
criboso (Jones y Northcote, 1972). Una explicacion a ello es que durante la expansion
sincicial, los elementos de tubo criboso son destruidos por lo que el desarrollo de tales
sobrecrecimientos continua sobre las paredes del sincicio que se hallan adyacentes a los

elementos de vaso (Endo, 1985).

Tal y como sucede con otras estructuras celulares inducidas por diferentes géneros de
nematodos en su hospedante, los sincicios observados presentaban una zona delimitada por
paredes celulares delgadas, positivas al verde rapido, y otra con el engrosamiento secundario
de la pared celular principalmente en el sitio de alimentacion del nematodo (Hoopes ef al.,
1978, Cid del Prado y Lownsbery, 1984 y Cohn et al, 1984). De acuerdo con Mundo-
Ocampo y Baldwin (1983a), este engrosamiento se debe al depdsito de material en la pared
adyacente a la cabeza del nematodo como una respuesta de defensa ante la penetracion del
estilete. Asimismo, dicho engrosamiento esta constituido por materia fibrosa y su estructura
quimica incluye pectinas y hemicelulosa. Tal engrosamiento observado en el sitio de
alimentacion, de acuerdo con Endo (1978), puede deberse a una respuesta del hospedante o
bien ser un mecanismo inducido por el nematodo con el fin de guiar el movimiento del
estilete, permitiendo tapar la pared celular dutante la retraccion del estilete o la muda del

nematodo.

Caracteristico y semejante a otros géneros, es el hecho de que el tejido vegetal
adyacente al cuerpo de la hembra y que se extiende mas alla de ella esta totalmente necrosado
(Cohn et al., 1984 y Taylor et al., 1978). Tal destruccion celular suele suceder conforme la

hembra crece y rompe la epidermis del hospedante (Heald, 1984).
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Otra caracteristica del sincicio que se observo en tejidos de raices de J. procumbens, es
el aspecto denso y granular, sin vacuolaciones, que adquiere el citoplasma. Tal caracteristica
se corresponde con un incremento en el numero de organelos dado el aumento en el
metabolismo que en los sincicios se lleva al cabo (Hoopes ef al., 1978 y Mundo-Ocampo y
Baldwin, 1983b). La aparente ausencia de vacuolaciones no es sino el efecto de la sustitucién
de la vacuola principal por numerosas y muy pequefias vacuolas (Jones, 1981). La densidad
del citoplasma aumenta por la produccion excesiva de ribosomas y polisomas; a su vez, tanto
las mitocondrias como el aparato de Golgi proliferan y los plastidios con o sin granos de
almidoén proliferan de manera considerable (Jones, 1981). Segun Jones y Northcote (1972),
algunos organelos como los plastidios suelen anclarse a los componentes del citoesqueleto y
permanecer asi adheridos a las paredes celulares o bien a los nucleos; asi, al parecer la
mayoria de los organelos son retenidos con el citoesquelto hasta que comienza la senescencia
de los sincicios y solamente el citoplasma, incluyendo algunos solutos y ribosomas, son los
elementos que fluyen hacia el nematodo. Aunque no se ha documentado la divisién nuclear
dentro de los sincicios, si se manifiesta un incremento en la sintesis de ADN que lleva al
crecimiento de los nucleos inmediatamente después de su incorporacion a dichos sincicios

(Jones, 1981).

Aunque no fueron frecuentes en los cortes obtenidos, la presencia de corpisculos, con
las caracteristicas aqui mencionadas, ubicados dentro del sincicio no ha sido registrada por lo
que al respecto es conveniente completar este tipo de estudios a nivel morfologico con
pruebas histoquimicas que ayuden a determinar bioquimicamente la naturaleza de tales
entidades. Con relacion a las hifas aparentemente presentes dentro de algunas células del
sincicio, cabe mencionar que no en todos los cortes donde se observaron sincicios se
presentaron, por lo que puede considerarse que el efecto en la planta, en cuanto a la
histopatologia, se debe de manera muy directa a la actividad del nematodo. Ademads, la
presencia de los hongos bien puede ser una consecuencia de la actividad de alimentacion del
nematodo, ya que en su estilete puede trasnportar esporas o particulas de diferentes
microorganismos que durante la alimentacion se vierten al contenido citoplasmatico de la

celila de la cual se alimenta.

Como una comentaric adicional, vale la pena mencionar que el hecho de que se

presente una alteracion a nivel de los tejidos y que a su vez se manifieste en altas densidades
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el nematodo en cada ciclo de crecimiento del hospedante, es un signo de que con dicha
relacion el nematodo se ve beneficiado. A su vez, ello no le corresponde una disminucion en
la ocurrencia del hospedante sino que al contrario, ésta se mantiene cada ciclo de floracion.
Read (1994) considera que los patogenos frecuentemente suelen ser menos virulentos
(concepto que engloba tanto la capacidad de un patogeno para colonizar e invadir al
hospedante como la severidad del dafio que produce en €l) en sus hospedantes nativos que en
los nuevos, concepcion que lleva a considerar que la presente relacion hospedante-parasito no
es reciente, alcanzandose ya, probablemente, un nivel en el que ambos coexisten sin perjuicio

total del uno sobre el otro.
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V. CONCLUSIONES

1. Este es el primer registro acerca de la presencia de una especie del género Globodera en la

“Cafiada de Contreras”, México, D. F.

2. Jaltomata procumbens es por primera vez reportado como hospedante de una especie del

género Globodera.

3. Aunque por algunos caracteres Globodera sp. de Contreras se asemeja al complejo
Globodera tabacum, y en especifico a la subespecie G. ¢ tabacum, existen diferencias en
caracteres de importarncia taxonomica con respecto a las tres subespecies de dicho complejo,

que llevan a considerar que se trata de una especie atn no descrita.

3. El registro y caracterizacion de Globodera sp. de Contreras contribuye de manera
importante a ampliar el rango de distribucion que al momento se conoce del genero

Globodera, y en general de los nematodos formadores de quistes en nuestro pais.

4. Este es el primer reporte acerca del dafio que ocasiona una especie del género Globodera en

tejidos de la raiz de J. procumbens
5. Globodera sp. de Contreras causa en su hospedante la formacion de un sincicio asociado a

los tejidos vasculares, respuesta reportada para otras especies del género en diferentes

hospedantes.
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VII. APENDICE A

(Técnicas de Laboratorio)

A. EXTRACCION DE QUISTES DEL SUELO MEDIANTE EL USO DEL
FLOTADOR DE FENWICK (Shepherd, 1986).

1.- El primer paso es lavar el Flotador de Fenwick con agua corriente para eliminar la
posibilidad de contaminacion de muestras.

2.- Yalavado, el flotador se tapa en su parte inferior y se llena con agua hasta el borde.

3.- Posteriormente se coloca la muestra de suelo, previamente secada al ambiente, sobre una
coladera en la parte superior de éste y en la salida del collar del aparato se colocan los tamices
de 20 y de 100 mallas con el fin de recibir los quistes.

4.- La muestra de suelo se expone a una corriente de agua hasta que ésta se desborde para que
los quistes que flotan se deslicen hacia el cuello del aparato.

5.- Los quistes retenidos en el tamiz de 100 mailas se recolectan en un vaso de precipitados de
plastico de 250 ml al que previamente se le ha colocado una tira de papel absorbente
revistiendo sus paredes y un cierto volumen de agua.

6.- Sobre el agua del vaso se coloca una porcion el material retenido en el tamiz y se deja
reposar unos segundos. -
7.- Posteriormente, se adiciona una gota de solucion jabonosa para romper la tension
superficial del agua y permitir el libre movimiento de quistes y particulas hacia las paredes
del vaso.

8.- El papel con quistes y particulas adheridas se saca con cuidado y se coloca sobre un vidrio
para dejar secar el material al aire libre. -

9.- Una vez seco el material, éste se vierte sobre un embudo de vidrio para depositar el
material en un frasco o en una caja Petri. Parte de la materia organica se retiene en las paredés
del embudo, no asi los quistes.

10.- Una mayor depuracion del resto de la extraccion se logra disgregando la materia orgénica
sobre un pliego largo de papel filtro e inclinandolo sobre el mismo embudo de vidrio. Los
quistes y demas material que mas o menos es esférico, ruedan facilmente y se recolectan en
un frasco, separandose con elio de gran parte de la materia organica que queda adherida en el
papel filtro. ' l

12.- De este material recolectado en el frasco, se van tomando pequefias muestras que se
71

|



colocan en una placa acanalada de color blanco con el fin de revisarlo bajo el microscopio de

diseccion y asi separar Gnicamente los quistes utilizando una aguja de insulina humedecida.

B.- OBTENCION DE HEMBRAS BLANCAS A PARTIR DEL TEJIDO RADICAL Y
SUELO DE LA RIZOSFERA (Cid del Prado, 1998 comunicacién personal).

1.- Las plantas hospedantes del nematodo deben extraerse con mucho cuidado, evitando el
movimiento brusco de la raiz y tratando de retener la mayor cantidad de suelo de la rizosfera.
2.- Las raices se lavan cuidadosamente sobre los tamices de 20 y 100 mallas. En el primero se
retienen piedras y material organico grande y en el segundo, parte de suelo y hembras blancas
que se hallan desprendido de la raiz.

3.- Una vez lavadas las raices, éstas se examinan al microscopio de diseccion para ver los
segmentos donde se hallan hembras blancas adn adheridas.

4.- Las hembras blancas se separan directamente de las raices infestadas empleando un par de
jeringas de insulina bajo un microscopio de diseccion y se colocan en un recipiente con agua
para evitar su deshidratacidn.

5.- En cuanto al suelo retenido en el tamiz de 100 mallas, este se colecta en un vaso de
precipitados de capacidad acorde con la cantidad de suelo retenida. Este suelo se reparte en
varias cajas Petri, mismas que se examinan directamente bajo el microscopio de diseccion y

las hembras blancas, con un pincel fino, se transfieren a un frasco con agua (20 ml).

C. EXTRACCION DE NEMATODOS DEL SUELO MEDIANTE LA TECNICA DE
TAMIZADO-CENTRIFUGADO (Jenkins, 1964; Hooper, 1986a).

1.- Se coloca la muestra de suelo sobre un plastico y se mezcla perfectamente, eliminando a
su vez materia organica y piedras presentes en dicha muestra.

2.- En una probeta de 1 litro se colocan aproximadamente 200 ml de suelo y se afora hasta
1000 ml para luego vaciar la suspension en una cubeta. La probeta se vuelve a llenar hasta los
1000 mi y se vacia dicho volumen en la misma cubeta.

3.- El suelo se mezcla con la mano para desintegrar los terrones y se agita. La suspension se
deja reposar aproximadamente 45 segundos y después se pasa por el tamiz de 60 mallas,
recibiendo €l tamizado en otra cubeta. Este paso tiene el fin de retener materia orgénica y

particulas grandes de suelo. Finalmente, con la manguera se lava el tamiz y el suelo que
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queda asentado en la cubeta se elimina.

4.- El matenal recolectado en la cubeta se resuspende y de dejan transcurrir nuevamente 45
segundos para luego pasar la suspensioén por el tamiz de 100 mallas hacia otra cubeta . El
material retenido en dicho tamiz se colecta con la ayuda de una piceta en un frasco y lo que
quede en la cubeta se agita.

5.- La operacion anterior se repite haciendo pasar la suspensién por los tamices, primero de
325 mallas y luego por el de 400 mallas.

6.- El total recolectado en los tamices de 100, 200, 325 y 400 mallas se distribuye en tubos de
centrifuga de 500 ml, manteniendo el peso equivalente en tubos opuestos.

7.- A cada tubo se le agrega aproximadamente 1 g de caolin, se agitan y se centrifugan a 2500
rpm durante 5 minutos.

8.- El sobrenadante se descarta y el sedimento se resuspende en una solucién de sacarosa al
46 % (densidad de 1.18° Baume) para luego centrifugar a 2500 rpm durante 1 minuto.

9.- El sobrenadante se colecta en un tamiz de 500 mallas y se agrega agua inmediatamente
para eliminar el exceso de aziicar y evitar que los nematodos sufran dafios por plasmolisis.
10.- Los nematodos se recolectan en frascos de 10 mi o bien en una camara cuentanematodos
y revisarse la muestra bajo el microscopio estereoscopico.

11.- Si la muestra va ser analizada posteriormente, ésta puede colectarse en un frasco y

guardarse en el refrigerador a 4°C.

D. MONTAJES TEMPORALES DE NEMATODOS PARA LA OBSERVACION DE
CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES EN FRESCO.

D. 1. Montaje de estadios filiformes.

1.- Cada ejemplar, bajo el microscopio de diseccion, se pasa a una gota de agua sobre un
portaobjetos limpio utilizando un pescador.

2 .- El portaobjetos se calienta pasandolo por la flama de una lampara de alcohol durante unos

segundos para relajar los ejemplares.

3.- Se agrega una gota de solucién fijadora Robbins (Formaldehido 37%: 10 partes /
Glicerina: 1 parte / Agua destilada: 89 partes) en el centro de otro portaobjetos y se colocan
ahi de 2 a 3 especimenes relajados, asegurandose de que se encuentren en el fondo.

4.- A un lado de los individuos se colocan pequefias calzas de unos 5 mm de largo y un
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grosor similar a los nematodos arreglados en la gota, de esta manera se evita aplastar los
ejemplares.

5.- Se coloca un cubreobjetos sobre la gota evitando la formacion de burbujas y con una
pequeiia tira de papel ansorbente, bajo el microscopio de diseccion, se absorbe el exceso de
liquido en la preparacion.

6.- Los margenes del cubreobjetos se sellan aplicando esmalte para ufias. Esto evita su

desecacion durante el proceso de observacion y medicion.
D. 2. Montaje de hembras blancas.

+ Para el caso de las hembras blancas obtenidas directamente de las raices, es necesario hacer
cortes tanto de cuellos (para el analisis del estilete, los nédulos basales y los detalles del

esofago) como de la regién perineal.

1.- Se coloca la hembra en una gota de agua sobre un portaobjeto excavado para trabajar bajo
el microscopio de diseccion.

2.- La hembra se limpia con un pincel embebido en agua y con la aguja de una jeringa de
insulina nueva se hace una inscision en la parte media del cuerpo para que los huevos y los
organos internos se salgan por ahi y evitar el desplazamiento de los mismos dentro del cuello
al hacer presion para cortarlo.

3.- Una vez cortado el cuello, éste se separa con la aguja de la jeringa de insulina y se monta
en agua, poniendo en posicion equidistante algunas calcitas con el fin de evitar que el
cubreobjetos lo aplaste y distorsione.

4.- La region perineal se separa haciendo varios cortes en la region posterior del cuerpo,
después se limpia con un pincel embebido en agua para eliminar cualquier material adherido.
El montaje de dicho trozo de cuticula, donde se encuentra la region perineal, se realiza
siguiendo el mismo procedimiento descrito para el cuello.

5.- Las preparaciones temporales de cuellos y regiones perineales se sellan de la misma

manera que para ¢l caso de los estadios vermiformes y huevos.

E. PROCEDIMIENTO PARA TRANSFERIR NEMATODOS A GLICERINA PURA Y
OBTENER BUENOS ESPECIMENES EN LAMINAS DE COBB (TECNICA DE

DESHIDRATACION MASIVA) (Seinhorst, 1959 modificado por Tom Burger, 1997).
74



1.- Todos los ejemplares a deshidratar se colocan en un frasco de vidrio de 10 ml con medio
volumen de agua, mismo que se calienta a una temperatura aproximada de 65°C.

2.- Posteriormente, a dicho volumen de agua se le afiade uno igual de formol frio al 4% ya
que ello causa cambios dimensionales minimos y preserva el material en muy buen estado
(Stone, 1971).

3.- Después de un minimo de 2 semanas, la mitad de la solucion de formol se remueve y se
reemplaza con la solucion A (Etanol 96%: 20 partes / Glicerina: 1 parte / Agua destilada: 79
partes).

4.- Al dia siguiente, el liquido de los frascos se remueve y se reemplaza otra vez con la
solucién A.

5.- Inmediatamente después, la suspension de nematodos se transfiere a una caja Petri de 6 cm
de diametro debidamente etiquetada y se coloca en una camara con etanol a 40°C.

6.- Después de 2 a 3 dias el liquido se remueve teniendo cuidado de no absorber los
nematodos. Se deja aproximadamente 1 ml y se agrega la solucién B (Etanol 96%: 93 partes /
Glicerina; 7 partes) hasta llenar practicamente la caja. Esta se debe dejar en un sitio a
temperatura ambiente para que gradualmente se evapore el alcohol.

7.- Una vez que la solucién B se ha evaporado unos 2/3 de la caja, el liquido remanente se
reemplaza con la solucion C (Etanol 96%: 80 partes / Glicerina: 20 partes). También en este
momento la caja debe dejarse a temperatura ambiente,

8.- Ya que se haya evaporado el alcohol de la solucién, es decir, ya no huela a alcohol, la caja
Petri con la suspension de nematodos se coloca dentro de una estufa a 40°C durante 2 dias.

9.- Luego de dicho periodo, la caja se coloca en un desecador con cloruro de calcio para
remover los remanentes de agua. Los nematodos deshidratados pueden almacenarse en una
caja Petri 0 en el desecador.

10.- Los nematodos, luego de este procesamiento, se montan en las laminillas de Cobb y se

sellan con anillo de cera.

F. MONTAJES PERMANENTES DE NEMATODOS SELLADOS CON ANILLO DE
CERA (Maeseneer y d’Herde, 1963, modificado).

1.- Se seleccionan, de los ejemplares previamente deshidratados y mantenidos en glicerina
pura, aquéllos que se hallen poco alterados y cuyas estructuras internas se observen en buenas

condiciones.
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2.- En el centro de un cubreobjetos de 24X24 mm, colocado en una laminilla de Cobb, s¢
pone una gota de glicerina pura.

3.- Bajo el microscopio de diseccion se coloca la caja que contiene los nematodos ya
deshidratados y se transfieren algunos de ellos (1 - 4) con un pescador.

4.- Los nematodos se colocan en el fondo de la gota con ayuda del pescador.

5.- Posteriormente, se forma un circulo de cera alrededor de la gota con la ayuda de un tubo
de cobre de !4 que se calienta a la flama de una lampara de alcohol y se coloca sobre una caja
con cera solificada. Al colocar el tubo aun caliente sobre el cubreobjetos se forma un anillo
con un didmetro aproximado de 1.5 cm. Se deja que el anillo se solidifique.

6.- Se procede a colocar el cubreobjetos circular (18 mm) sobre el anillo de cera con una
pinza. Debe cuidarse antes de colocar el cubreobjetos, que la preparacion no contenga
burbujas de aire de ningin tamafio; si existen, se pueden eliminar colocando la preparacion
sobre una superficie caliente solo por algunos segundos.

7.- Una vez lista la preparacion, ésta se coloca sobre una plancha caliente para permitir que el
anillo de cera se funda y quede asi sellada.

8.- La preparacidn se etiqueta anotando a la 1zquierda el nombre cientifico, el nimero y sexo
de los ejemplares y del lado derecho, el hospedante, localidad, nombre del colector y fecha de

colecta.

G. CORTE Y MONTAJE DE LA REGION FENESTRAL DE QUISTES.

G. 1. Corte de la region fenestral

1.- Se separan los quistes que se hallen en mejores condiciones a partir del material obtenido
con el Flotador de Fenwick (Shepherd, 1966). Dicha separacion se lleva al cabo utilizando
una aguja de insulina de 1 ml humedecida.

2.- Los quistes separados se colocan en un microsiracusa o en una caja Petri de 6 cm de
diametro con agua, con el fin de que se remojen por espacio de 20 minutos.

3.- Una vez transcurridos los 20 minutos, los quistes a disectar se colocan en una gota de agua
en un portaobjetos excavado.

4.- Bajo un microscopio de diseccidén los quistes se colocan de manera lateral ya que con
frecuencia la region fenestral se encuentra localizada opuesta a la region del cuello. Una vez

colocados de esta manera, con una aguja de insulina nueva, los quistes se parten por la mitad
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tratando de que dicho corte sea de un solo golpe para evitar que queden bordes.

5.- Tanto los huevos, que se hallan dentro de los quistes, como los restos de la regién terminal
se remueven usando un pescador para no dafiar las estructuras asociadas.

6.- El excedente de cuticula alrededor de la region fenestral se recorta teniendo cuidado de no
eliminar la region del ano.

7.- Las regiones terminales fuertemente pigmentadas pueden aclararse un poco embebiendo
éstas en una gota de agua oxigenada por espacio de 10 a 15 minutos. Esta solucion ademas
permite disgregar parte de la materia organica que pudiese haber quedado adherida a la region

terminal.

G. 2. Montaje de la region fenestral.

1.- Sobre un cubreobjetos limpio de 24X24 mm, dentro de una laminilla de Cobb, se coloca
un pequefio trozo de jalea glicerinada la cual debe ser fundida colocandola sobre una plancha
a 60°C.

2.- Una vez fundida la jalea, cada region fenestral se transfiere con la ayuda de un pescador y
una aguja de insulina a dicha gota. El corte debe ser colocado de forma invertida.

3.- Ya que se ha puesto el corte en la gota, se coloca un anillo de cera alrededor de la gota tal
y como se describe para los montajes permanentes.

4.- Posteriormente, se pone un cubreobjetos redondo de 18 mm de diametro sobre el anillo y
la preparacion se coloca sobre la plancha a 60°C para que la cera se funda y asi quede,

posteriormente, la preparacién sellada.

H. MEDICION DE LOS EJEMPLARES MEDIANTE LA UTILIZACION DE LA
CAMARA CLARA.

1.- Primeramente, el microscopio debe ubicarse a una distancia tal, que la imagen quede
centrada en el espejo que la refleja del microscopio hacia la superficie de dibujo.

2.- Luego el brazo movil sobre el que se encuentra dicho espejo, se coloca a una distancia de
13.5 cm entre el extremo mas distante al espejo y el eje perpendicular que sostiene dicho
brazo. Esta distancia es importante ya que es un dato que se debe considerar en la
transformacion de las unidades de medida y ademas, es una distancia que ha sido previamente

establecida al momento de la calibracion de la camara clara utilizada.
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3 .- Se coloca la preparacion, se enfoca y se regula la iluminacion considerando la abertura del
diafragma, el condensador, el filtro y la intensidad de luz del microscopio. La iluminacion
debe permitir observar claramente tanto al especimen en la superficie de dibujo, como el lapiz
con el cual se dibujara sobre el contorno de la imagen.

4.- Se trazan segmentos rectos O curvos segun sea el caso, para indicar la longitud de las
diferentes estructuras a medir, Cada segmento se marca con una clave para saber de qué
estructura se trata.

5.- Una vez marcados, cada segmento se mide utilizando un curvimetro con el cual se
obtienen medidas en centimetros. Ahora bien, para transformar los centimetros en

micrometros se debe considerar la siguiente relacion:

Objetivo 10X y longitud del brazo de 13.5 ¢m = 250X de magnificacion

Objetivo 45X y longitud del brazo de 13.5 cm = 1000X de magnificacion

Objetivo 100X y longitud del brazo de 13.5 cm = 2500X de magnificacion

y a partir de dicha relacién, se aplica la siguiente férmula para obtener medidas en

micrometros:

Coeficiente de conversion = (Medida en mm X 1000)/ Magnificaciones = Medida en um

+ A partir de las medidas obtenidas se pueden calcular varios indices que son importantes en

la morfometria de cada uno de los estadios. Estos indices se conocen como Indices de Man.

Indices de Man (Caveness, 1974)

indice L.- Largo del cuerpo

indice a.- longitud del cuerpo / ancho mayor del cuerpo

indice b.- longitud total del cuerpo / longitud de esdfago -desde cabeza a la valvula
esofago-intestinal

indice b’ - longitud total del cuerpo / longitud de eséfago -desde cabeza al término de
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glandulas esofagicas Br‘ m’
indice c.- longitud del cuerpo / longitud de Ia cola m ﬂ[ ' LJG' ” ”m

indice ¢'.- longitud de la cola / ancho del cuerpo a nivel de la cloaca

indice h.- Longitud de la region hialina

indice h’ - largo de la regién hialina / ancho al inicio de ésta.

indice O.- (longitud de la desembocadura de la glandula esofagica dorsal a partir de los
nodulos del estilete / longitud del estilete) X100

Indice T.- (longitud del testiculo / longitud total del cuerpo) X 100

+ Para dibujar los ejemplares, se siguen el mismo proceso que para la medicidén de los

mismos, excepto que para tal efecto se debe tener un mayor cuidado de dibujar sobre cada

detalle y estructura de los mismos. El dibujo debe hacerse bajo el mayor aumento ya que asi

se pueden evidenciar mejor los caracteres. De cada estadio se elige el mejor ejemplar para

dibujarlo. Dada la amplitud de las imagenes, €stas se hacen en varios segmentos que luego se

unen y se reducen para su posterior entintado.

I. PROCESAMIENTO DE ESPECIMENES PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA
DE BARRIDO.

I.1. 1. Procesamiento de estadios filiformes y hembras blancas (Eisenback, 1991).

1.- Los especimenes se colocan en bolsas hechas con papel seda, tanto para contenerlos como
para facilitar el paso y contacto de las soluciones con los organismos.

2.- Cada una de las bolsas se colocan en frascos de 15 ml con agua corriente a una
temperatura de 4°C.

3.- El proceso de fijacion que se debe seguir es secuencial, iniciando con una concentracion
baja de fijador que se va incrementando gradualmente. De acuerdo con Eisenback (1991) la
fijacion secuencial en frio es mejor que la fijacidn rapida a temperatura ambiente. De esta
manera, las bolsas se colocan en un volumen conocido de agua corriente (6 ml), mismo al que
se le van afladiendo gotas de una solucion al 4% de glutaraidehido y buffer (0.1 M y pH=7.0).
Esta solucion se afiade cada 15 minutos hasta que la concentracion de la solucion con los
especimenes liegue al 2%.

4.- Una vez alcanzada la concentracion final, la fijacion se continda por 24 hrs. a 4°C.

5.- Posteriormente, el material fijado se enjuaga haciendo varios cambios de solucion buffer
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(aproximadamente 6) cada 10 minutos.

6.- Una vez enjuagados los especimenes, €stos se posfijan con ﬁna solucion de tetradxido de
osmio al 2%. Para ello, las bolsas se transfieren a un frasco que contiene el tetradxido de
osmio y se conservan a una temperatura de 4°C durante una noche.

7.- Después de la posfijacion, los especimenes se enjuagan con 3 cambios de buffer frio por
15 minutos cada uno, periodo durante el cual se deja que las muestras alcancen gradualmente
la temperatura ambiental.

8.- El siguiente paso, una vez que las muestras alcanzan la temperatura ambiental, es iniciar el
proceso de deshidratacion. Para tal efecto, se utiliza una serie de etanoles al 5, 10, 25, 50, 60,
70, 80, 90, 96 y 100%, considerando un periodo de deshidratacion en cada concentracion de
20 minutos. Para el caso del etanol al 100% se realizaron dos cambios adicionales de 20
minutos cada uno.

9.- Inmediatamente después del ultimo enjuague en alcohol absoluto, las muestras se colocan
en una secadora en punto critico para remover los fluidos lentamente tanto inter como
intracelulares de los especimenes fijados y deshidratados (Eisenback, 1991).

10.- Los nematodos, una vez secos, se montan en portaobjetos para microscopia electronica
de barrido con una cinta de carbon adhesiva por ambas caras. Los nematodos se transfieren de
la bolsa al portaobjetos con un pescador muy fino o con una aguja para jeringa de insulina.
11.- Se montan suficientes especimenes de cada estadio en los portaobjetos para que al
acomodarlos se cuente con varios dngulos de observacion de cada uno de los caracteres en los
diferentes especimenes.

12.- Los especimenes montados se cubren después con una capa delgada de oro
(aproximadamente 20 nm) para finalmente ser observados en un microscopio electronico de

barnido.

I. 1. 2. Procesamiento de estadios filiformes y hembras blancas utilizando como fijador

formol al 4%.

1.- Los especimenes también se colocan en bolsas hechas con papel seda.

2.- Cada una de las bolsas se colocan en frascos de 15 ml con agua corriente a una
temperatura de 4°C.

3.- El proceso de fijacion también es secuencial. Asi, las bolsas se colocan en un volumen

conocido de agua corriente (6 ml), mismo al que se le van afiadiendo gotas de una solucién
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al 4% de formaldehido. El fijador se aftade cada 15 minutos hasta que la concentracion de la
solucion con los especimenes llegue al 2%.

4.- Una vez alcanzada la concentracion final, la fijacion se continla por 24 hrs. a 4°C.

5.- Posteriormente, el material fijado se enjuaga haciendo varios cambios con agua corriente
(aproximadamente 3) cada 15 minutos, periodo durante el cual se deja que las muestras
alcancen gradualmente la temperatura ambiental.

8.- El siguiente paso, una vez que las muestras alcanzan la temperatura ambiental, es iniciar €l
proceso de deshidratacion, Para tal efecto, se utiliza una serie de etanoles al 25, 50, 60, 70, 80,
96 y 100%, considerando un periodo de deshidratacion en cada concentracion de 20 minutos.
Para el caso del etanol al 100% se realizaron dos cambios adicionales de 20 minutos cada
uno.

+ Los siguientes pasos son los mismos que se mencionaron en el procesamiento de material

con glutaraldehido al 4%.

I. 2. Procesamiento de cortes de regiones terminales de quistes (Hirschmann y Triantaphyllou,
1979).

1.- Los quistes se humedecen en agua durante 15 minutos y se colocan en formol 5% por un
espacio de 48 hrs,

2.- Después de las 48 hrs. los quistes se colocan en acido lactico 45% y se cortan a la mitad
con agujas para jeringas de insulina. La mitad que presenta la region terminal de cada quiste
se ajusta con pequefios cortes para obtener solamente la region de la fenestra y el ano.

3.- Los cortes se transfieren a glicerina deshidratada y se conservan toda una noche en el

desecador con cloruro de calcio.
4.- Al dia siguiente, los cortes se colocan en pequeiias tiras de papel filtro en una estufa a

40°C por una hora para drenar el exceso de glicerina que pudieran contener.

5.- Una vez secos los cortes, éstos se montan en portaobjetos para microscopia electronica de
barrido con una cinta de carbon adhesiva por ambas caras. Los cortes se transfieren con un
pescador muy fino y una aguja para jeringa de insulina.

6.- Los cortes montados se cubren con una capa delgada de oro de 20 nm de grosor para luego

ser observados en un microscopio electronico de barrido.
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J. PROCESAMIENTO DE MATERIAL VEGETAL PARA REALIZAR CORTES
HISTOLOGICOS.

A. Material radical fijado y posteriormente deshidratado e incluido en parafina.

J. 1. Fijacion del material

1.- Los fragmentos de raiz con las hembras adheridas, y sin ellas, se colocan en frascos de 15
m! con fijador FAA y se dejan en él por espacio de una semana (Cid del Prado et al, 1984).

2.- Transcurrido dicho tiempo, se inicia la etapa de deshidratacién del material.

J. 2. Deshidratacion

1.- Los fragmentos fijados se colocan en pequefios sobres de papel seda y se colocan en varios
frascos con diferentes concentraciones de etanol. Las concentraciones fueron de 50, 70, 96 y
100%, una solucion de etanol 100% + xilol en proporcién 1:1 y dos cambios en xilol puro. En
cada paso, ¢l material se dej¢ embeber durante 30 minutos.

2.- Posteriormente a la deshidratacion, y antes del proceso de inclusion en parafina, se coloca

la bolsa con los fragmentos en un vaso con parafina fundida durante una noche en una estufa

a 55 £ 2°C para gradualmente iniciar el proceso de inclusion.

J. 3. Inclusion.

1.- Al dia siguiente, el material se saca de la estufa y se coloca en una plancha caliente para
mantener la parafina fundida mientras se van colocando los diferentes fragmentos en
pequefias cajas de inclusion hechas con papel y cuyas dimensiones son de 2 ecmX1 cmX1.5
cm.

2.- Cada caja se llena con parafina hasta el borde, tentendo cuidado de no hacerlo
bruscamente para evitar la formacion de burbujas. Aun con la parafina fundida, los
fragmentos se colocan en el fondo de dichas cajas tomando en cuenta el tipo de plano del cual
se desean realizar los cortes (transversal y longitudinal),

3.- Una vez incluidos todos los fragmentos, los bloques resultantes se montan en pequefios

trozos de madera que sirven como soportes al momento de sujetarlos al micrétomo. A cada
82



bloque se le hacen ajustes con una navaja hasta formar una piramide de tal forma que en la
seccion mas reducida se hallen los fragmentos a cortar.

4.- Cada bloque se monta y se realizan cortes de 10 a 12 pm de grosor con un microtomo
rotatorio. Las tiras resultantes al cortar los bloques, se transfieren a un calentador con agua
caliente y grenetina para luego montarlos en portaobjetos de vidrio de 26X76 mm. Luego de
montar las tiras, los portaobjetos se dejan secar a temperatura ambiente.

5.- Una vez secos, los portaobjetos se marcan con una clave de acuerdo al bloque al que

corresponden para luego iniciar la tincion de los cortes.

J. 4. Tincion.

+ Para la tincidn de los cortes se emplea la técnica de safranina-verde rapido (Cid del Prado et
al, 1984; Cohn et al, 1984, Heald, 1984), combinacion recomendada para raices y tallos y

que ademas es particularmente buena para el floema (Curtis, 1986).

1.- Los portaobjetos con los cortes se colocan en una estufa a 55 + 2°C durante
aproximadamente 35 minutos para desparafinarios.

2.- Transcurrido el tiempo, los portaobjetos se colocan inmediatamente en tres cambios de
xilol de 3 minutos cada uno para luego pasarlos por una serie de alcoholes: 100, 96, 70 y 50%
por espacio de 3 minutos en cada uno.

3.- Luego del Gltimo cambio de alcohol, los portacbjetos se colocan en safranina al 1% y se
dejan en el colorante por espacio de 24 hrs.

4 .- Transcurridas las 24 hrs, los cortes se pasan por una serie de alcoholes de 50, 70 y 96%
por espacio de 3 minutos en cada uno.

5.- Después del cambio en alcohol al 96 %, los portaobjetos se sacan del recipente y se les
agregan unas gotas de verde rapido-solucion alcohdlica (95%) de tal manera que cubran fos
cortes. Los cortes se dejan en el colorante por espacio de aproximadamente 30 segundos o
hasta que se observe como éste contrasta con la safranina y comienza a reemplazarla en los
cortes.

6.- Los cortes se escurren y se colocan en alcohol 96% solo para enjuagarlos durante 1|
minuto.

7.- Los cortes escurnidos, se transfieren a alcohol 100% (3 minutos) y por ultimo a tres

cambios de xilol de 3 minutos cada uno.
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8.- Pasado este tiempo, los cortes se sacan del Xilol y se les ponen unas gotas de resina
sintética al 60% en tolueno para luego colocarle un cubreobjetos de 24X50 cm.

9.- Las preparaciones una vez montadas se colocan en una estufa a 55 £ 2°C durante 5 dias
para permitir la polimerizacion de la resina.

10.- Una vez polimerizada la resina, se limpia el excedente de resina de las preparaciones con
un cotonete bafiado en xilol para su posterior observaciéon y analisis en el microscopio

fotdnico.
B. Matenial radical en fresco.

1.- Se toma el sistema radical de plantas recien colectadas y se cortan pequefios fragmentos de
las raices laterales las cuales, por su tamafio, se agrupan en pequefios manojos.

2.- Dado que dicho material esta fresco, éste se corta con un micrétomo de congelacion. Para
ello es necesario ir baflando poco a poco con agua la muestra mientras se abre una valvula por
la cual escapa COz liquido con el fin de congelar el agua y dar soporte asi a la muestra.

3.- La muestra se coloca sobre una pequeiia plataforma de acuerdo al tipo de corte a obtener y
se le gotea agua hasta cubrirla por completo.

4.- El microtomo se ajusta para realizar cortes de 15 pum de grosor para que permitan
evidenciar estructuras.

5.- Los cortes se colectan de la cuchilla con un pincel, se colocan en una caja Petri con agua y
se mantiene en refrigeracion.

6.- Para montarlos, los cortes primeramente se deben tefiir con Fabil durante 5 minutos.

7.- Posteriormente, los cortes se enjuagan con agua corriente y se montan temporalmente
utilizando glicerina deshidratada como medio de montaje.

8.- Una vez montados, los cortes se observan al microscopio fotdnico.



VIII. APENDICE B

Cuadro 3. Comparacion morfométrica entre los quistes de la especie encontrada en la “Cafiada de Contreras” con los de las especies G.

tabacum, G. virginiae y G. solanacearum.

CARACTER G. tabacum* G. solanacearum* G. virginiae* Globodera sp.
(n=131) (n=125) (n=125) Contreras* (n=40)
Largo 536 717.6 £ 58.7 767.0 £69.2 739.0 £ 35.6
(337-740) (533-907) (537-937) (458.9-935.7)
Ancho 459 496.4 £ 549 528.0+65.6 5779+ 401
(232-645) (375-639) (383-660) (295.6-748.8)
largo/ancho 1.2 - - 1.3x0.1
(1.1-1.6)
Longitud del cuello - 15421276 1458 +31.3 123658
(98-256) ~(85-230) (99.9-192.3)
Largo de la fenestra - 23.7+33 19.74£3.0 278+ 1.1 {(n=27)
(15-32) {13-28) (22.0-35.2)
Ancho de la fenestra - 2124 182121 26.1+£1.3(n=27)
(12-28) (13-25) (20.0-35.6)
Didmetro de la fenestra - 226125 18.7+23 27.0+£1.0(n=27)
(16-29) (13-25) (22.0-35.4)
Distancia del ano al margen mis cercano de la fenestra - 480187 521101 47.514.6(n=27)
(31-34) (28-85) (34.0-80.0)
Radio de Granck - 22404 28+02 1.81£0.1(n=27)
(1.3-3.8) (1.54.2) (1.3-2.7)
Numero de estrias entre ano y fenestra - - - 10.7 £0.7 (n=27)
(8.0-15.,0)
Largo de vulva - - - 13.6 0.5 (n=27)
(12.0-14.8)

* Todas las medidas estin dadas en micrémetros.

NOTA: Los caracteres que no presentan datos no fueron considerados dentro de la morfometria en la publicacién original
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Cuadro 4. Comparacion morfométrica entre las hembras blancas de 1a especie encontrada en la “Caiiada de Contreras” con las de las
especies G. tabacum, G. virginiae y G. solanacearum.

CARACTER G. tabacum* (n=50) G. solanacearum™* (n=125) G. virginiae* (n=125) Globodera sp. Contreras* (n = 50)
Largo 464 632.71+700 688.8+78.8 6534 £26.7
(327-688) (411-873) (528-966) {152.0-836.0)
Ancho 310 43031811 45001676 487.5+17.7
(206-516) (293-614) (313-614) (368.0-620.0)
largo/ancho - - - 13510.1
(0.4-1.7)
Longitud del cuello - 1444 £32.5 152.1 £330 136.2+7.9
(58.0-215.0) (59.0-231.0) (76.0-196.0)
Distancia cabeza-mitad del bulbo medio - 126.3£16.2 11481+94 87.4£29(n=41)
{64.0-174.0) (92-138) (73.2-106.4)
Largo del bulbo medio - 427161 403+3.5 34.6 £ 1.9 (n=41)
(22-55) (33-54) (24.8-52.4)
Ancho del bulbo medio - 335+69 338+28 30.1 £ 1.1 (n=41)
(17.0-50.0) (2841) (24.8-36.4)
Distancia de la cabeza-poro excretor - 14171212 153.8+ 169 1442 £3.7 (n=30)
(103.0-185.0) (114-207) (129.2-169.2)
Altura de la cabeza - - - 2.7+£0.3 (n=37)
(1.64.0)
Ancho de la cabeza - - - 6.8 £ 0.4 (n=37)
(4.8-9.6)
Estilete 22 4 (n=10) 262417 250116 245 £ 0.7 (n=36)
(18.5-24.1) (21.0-30.0) (21-29) {21.6-28.0)
Nodulos del estilete (largo) - - - 25103 (n=36)
{1.6-4.0)
Nodulos del estilete (ancho) - 49105 57108 43103 (n=36)
(3.06.0) (4.0-8.0) (2.0-7.6)
Desembocadura de. la  glindula 5.5 (n=20) 60114 611138 7.810.3 (n=23)
esofigica dorsal (3.8-8.0) (3.0-11.0) (3-11) {6.0-9.2)
Largo de la abertura vulvar - 92415 92108 126104
(5.0-13.0) (8.0-11.0) (9.6-14.8)
Largo de Ia fenestra - 173£2.0 193122 216+08
{14.0-25.0) (14.0-26.0) (15.2-28.4)
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CARACTER G. tabacum (n=50) G. solanacearum (n=125) G. virginiae (0=125) Globadera sp. Contreras {n = 50)

Ancho de la fenestra - 212+£29 141114 228108
(16.0-29.0) (11.0-18.0) (16.8-28.4)

Distancia vulva-ano - - - 493124
(36.0-72.0)

Didmetro de la fenestra - - - 222107
(16.4-28 4)

Distancia ano-margen mas cercano de la - 406+79 47.2+6.5 39.5+£2.2
fenestra (25.0-64.0) (33.0-64.0) {28.0-60.0)
Nimero de estrias entre ano y vulva - - - 11.910.5
(8.0-15.0)

* Todas las medidas estin dadas en micrémetros.
NOTA: Los caracteres que no presentan datos no fueron considerados dentro de 1a morfometria en la publicacién original.
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Cuadro 5. Comparacién morfométrica entre los machos de la especie encontrada en la “Cafiada de Contreras” con los de las especies
G. tabacum, G. virginiae y G. solanacearum.

CARACTER G. tabacum™ (n=134) G. solanacearum* {n=115) G. vilgim'ae* (n=115) Globodera sp. Contreras* (n = 59)
Largo 1123 1108.2 £ 103.1 1163.9 £ 98.3 1016.8 + 26.6
(710-1355) (750-1450) (850-1325) (819.2-1186.4)
Ancho - 26.0+2.0 271+ 1.7 321%1e6
(22.040.0) (23-33) (24.444.0)
largo/ancho 33 (n=30) - 431140 325+1.9
(27-40) (27-52) (22.9-41.3)
Distancia cabeza-centro del builbo - - - 83.3£27
medio (63.6-103.2)
Distancia cabeza-poro excretor 10-13 % 14.9% 15.1% 141.4 £5.0 (13.9%)
(96.4-169.9)
Ancho del cuerpe en el poro excretor - - - 27.7+1.1
(22.4-36.0)
Altura de {a cabeza - 5.71£04(12) 6 64104
(4.4-8.4)
Ancho de la cabeza - 114104 (12) 12 113+0.3
(8.4-12.4)
Estilete 26 (n=24) 263109 26610 242+0.7
(24-27) (24-27) (24-29) (18.8-28.0)
Nadulos del estilete (largo) - - - 21102
(1.6-3.2)
Nddulos del estilete (ancho) - - - 44+0.1
(3.6-5.2)
Desembocadura de Ia  glandula 3.6 (n=214) 23407 35+09 4.7+0.2 (n=22)
esofigica dorsal (2.0-3.5) (1.5-4.0) (2-6) (4.0-6.4)
Longitud del testiculo - - - 460.6 £43.7
(206.0-751.6)
Indice T 67% - - 449+119
(65-69%) (22.5-66.4)
Longitud de las espiculas - 329+16 328+13 31.1+1.2
(23-34) (29-35) (30-35) (24.4-42.0)
Longitud del gubernacuto 9-12 12.4 £1.2 (n=10) 12.5 11.1 £0.5 (n=20)
(8.8-12.0)
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CARACTER

G. tabacum {(n=134)

G. solanacearum (n=115)

G. virginiae (n=115)

Globodera sp. Contreras (n =59

Longitud de la cola 1.9 (n=69) 4312 27111 4104
(0.2-3.6) (2-8) (0.5-5.0) (2.4-7.6)
Ancho de 1a cola - - - 13.9408
(8.4-19.6)
px - - - 0.3+0.02
(0.2-0.5)
c 1478 (n=29) - 536.0 + 104.5 26861262
(284-5325) (189-2400) (134.9-459.7)

* Todas las medidas estin dadas en micrémetros.

NOTA: Los caracteres que no presentan datos no fueron considerados dentro de la morfometria en la publicacion original.
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Cuadro 6. Comparacién morfométrica entre las larvas del segundo estadio de la especie encontrada en la “Cafiada de Contreras” con
las de las especies G. tabacum, G. virginiae y G. solanacearum.

CARACTER G. tabacum* (n=20) G. solanacearum* (n=115) G. virginiae* (n=115) Globodera sp. Contreras® (n =59)
Largo 476 497 £320 503.7+31.7 4846 +6.9
(410-527) (390-577) (419-592) (441.8-552.8)
Ancho 207 21515 205+ 1.5 19.2£0.6
(16-25) (18-24) (16.0-24.0)
largo/ancho 23 23.1 247115 2551006
(22-24) (19.1-27.8) (20.4-31.1}
Distancia cabeza-centro del bulbo medio - - 21.1% 67612
(54.0-82.6)
Distancia cabeza-poro excretor 21-24% 22% - 101.51£2.2(21%)
(86.8-139.9)
Ancho del cuerpo en el poro excretor - - - 18.35+0.5
(15.2-24.0)
Distancia cabeza-término glandula - 169 £9.8 172 187.7+3.9
esofigica dorsal (135-189) (142-210) (153.2-228.7)
b’ - - 30x02 26+0.1
(2.6-3.6) (2.2-3.1)
Altura de la cabeza - 431£04(10) 4 43101
(3.2-5.6)
Ancho de la cabeza - 9.7+ 0.3 (10) 9 92402
(8.0-11.6)
Estilete 24 239+0.5 237110 226105
(22-26) (22-26) (19-28) {18.4-268)
Né6dulos del estilete (largo) - - - 21101
(1.6-3.2)
Nddulos del estilete (anche} - - - 43401
(3.6-6.0)
Desembocadura de la gliandula esofagica 55 55106 6.1£08 6.81+0.2 (n=42)
dorsal (4.36.8) (5-7) (3-9) (5.6-8.09)
0 - - - 31.2 1.3 (n=42)
(25.0-41.3)

Distancia de 1a cabeza-primordio genital

270.0 £ 5.6 (n=42)
(236.8-304.5)
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CARACTER

G. tabacum G. solanacearum G. virginiae Globodera sp.
{n=20) {n=115) (n=115) Poblacién Contreras {(n = 59)
Longitud del primordio genital “ - - 16.7 £ 0.6 (n=42)
{12.0-20.0)
Primordio genital (%) - 56% 60% 55.7% (n=42)
Longitud de la regién hialina 28 24127 27.1+£33 322+10
(22-31) (16-30) (19-35) (24.841.2)
Ancho al inicio de la regidn hialina - - - 7.1+02
(5.2-8.4)
Longitud de la cola 52 503+£3.9 50.3+3.8 56.2+1.1
(46-59) (33-60) (34-61) (45.2-66.0)
Ancho de la cola - - - 11.5£03
(8.8-13.6)
P N - - 49101
(4.26.2)
A - - - 46102
(3.3-5.8)
c 10 - 10.1 £0.8 86+0.1
(8-11) (8.6-14.5) (7.5-10.2)
* Todas las medidas estin dadas en micrémetros,

NOTA: Los caracteres que no presentan datos no fueron considerados dentro de la morfometria en la publicacién originak
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Cuadro 7. Comparacion morfométrica entre los huevos (embrionados y larvados) de la especie encontrada en la “Caifiada de Contreras”

con los de las especies G. tabacum, G. virginiae y G. solanacearum.

HUEVOS EMBRIONADOS
CARACTER G. tabacum* G. solanacearum* G. virginiae* Globodera sp. Contreras*
(n=20) (n=125) (n=125) (n =67)
Largo - 922+6.0 96.4 £6.0 113.5+23
(73-113) (77-111) {94.0-133.0)
Ancho - 425127 412+25 442 £ 0.8
(37-52) (35-46) (39.0-50.0)
largo/ancho - 22 23 27+0.1
(2.0-3.1)
* Todas las medidas estin dadas ¢en micrémetros.
NOTA: Los caracteres que no presentan datos no fueron considerados dentro de la morfometria en la publicacién original,
HUEVOS LARVADOS
CARACTER G. tabacum* G. solanacearum* G. virginiae* Globodera sp. Contreras*
(n=20) (n=125) (n=125) (n =66)
Largo - 93.3+62 988+96 115.5£1.9
(92-115) (76-111) (88-111) (100.0-145.0)
Ancho - 428+21 415+27 478110
(43-50) (37-47) (37-46) (41.0-60.0)
largo/ancho - 22 24 24101
(2.0-2.9)

* Todas las medidas estin dadas en micrémetros.
NOTA: Los caracteres que no presentan datos no fueron considerados dentro de la morfometria en la publicacion original.
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IX. APENDICE C

Fig. 1A-C. A) Localidad donde fueron encontrados los individuos de la poblacion de
Ulobodera sp.: “La Caflada de Contreras”, Magadalena Contreras, México, D. F. B) Sitio en
la localidad donde suele encontrarse Jaltomaia procumbens. Cy J. procumbens mantenida en
invernadero. Planta que retofio luego de haber traido de la localidad unicamente la raiz
primaria. o7



Fig. 2A-D. A y B) Hembras adheridas a las raices de .J. procumbens, C v D) Quistes
adheridos a las raices de ./ procunbens
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Fig. 3A-C. A) Planta completa de ./ procumbens. Notese ¢cOmo su raiz primaria esta
engrosada. B) .J. procumbens en la localidad. Vista de la flor tipica de la especie. C) ./
procumbens en fructificacion



Fig. 4A-F. Quisies de Globodera sp. poblacion Contreras. A) Forma v color de fos quistes. B) Patrdn
longitudinal de las estrias a nivel medio del cuerpo de los quistes (40X). €) Capas de la cuticula de los
quisies (40X}, D) Patron perincal de ios quisies. con cstrias entre la vulva v la fenestra, paralclas centre si
(160X, E) MEB: Patron perineal donde sc obscrvan las cstrias paralelas entre la fenestira » ¢l ano F)
MEB: Acercami¢nto donde se obscrvan los tubérculos perincales mas conspicuos en ¢f lado dorsal de la
fencsira que ¢n ¢l lade ventral. #%=capa 1. @=capa 2. B=capa 3. A=capa 4. f=fcncstra. a=ano. rd=region
dorsal, rmv=region ventral.
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Fig. SA-C. Hembra de Globodera sp. poblacién Contreras. A) Regién anterior. B)
Morfologia general de las hembras. C) Dibujo del patron perineal de una hembra.
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Fig. 6A-F. Hembras blancas de (:/ohodera sp. poblacion Contreras. A) Hembras maduras v en proceso de
taninizado. B) Region cefalica con dos anillos. cucllo v region esofigica de la hembra (16X). C) Patrén de
estrias longitudinal a nivel medio del cucrpo (402). D) Capas que sc obsen an en la cuticula (40X). E) Patrén
perineal. Obsérvese que las cstrias entre ¢l ano v fa lenestra son mis o menos paralelas entre si (40X). F)
Cucrpos vulvares arrcglados irregularmente por debajo v a parur de da svulva (40X) #=capa). B=capa 2.
bm=bulbo medio. ged=glandula csofagica dorsal. pe=poro excretor. f=fcnestra, a=ano
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Fig. 7A-D. Fotomicrografias en MEB de hembras de Globodera sp. poblacién Contreras. A)
Vista frontal de la region labial de una hembra madura. B) Poro excretor ubicado en la base
del cuelio de las hembras. C) Acercamiento de la region fenestral. Los tubérculos perineales
son mas conspicuos en la region dorsal que en la ventral. D) Patron perineal de una hembra
madura. Estrias paralelas con poca anastomosis entre si. rd= region dorsal, rv=region ventral,
f=fenestra, a=ano.
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Fig. 8A-D. Huevo embnionado y larvado de Globodera sp. poblacién Contreras. A)
Huevo embrionado. B) Variacion morfologica entre huevos embrionados. C) Huevo
larvado. D) Variacion morfologica entre huevos larvados.
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Fig. 10A-C. A) Macho de Globodera sp. poblacion Contreras (6.3X). B) Region
anterior donde se observa el estilete con nodulos redondeados y dirigidos
posteriormente (40X).‘C) Morfologia de las espiculas del macho (40X)
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Fig. 11A-D. Fotomicrografias en MEB de machos de Globodera sp. poblacion Contreras.
A) Vista lateral de la region labial. B) Vista frontal de la regién labial. C) Campo lateral a
nivel medio del cuerpo con areolaciones regulares en sus bordes. D) Cola de un macho
con el término del campo lateral muv cerca del término de la cola mas o menos
redondeada.
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Fig. 12A-D. Larva del segundo estadio de Globodera sp. poblacion . Contreras. A) Larva
entera. B) Region anterior de la larva. C) Variaciones en el estilete de 1a larva. D) Cola de

la larva.
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Fig. 13A-E. A) Larva del segundo estadio (lobodera sp. poblacion Contreras (16X). B)
Region anterior. Estilete con nodulos evidentes. redondeados en su base y nodulo dorsal
ligeramente dirigido hacia la region anterior (40X). ) Primordio genital constituido por dos
células (40X). D) Cola terminada en punta de lapiz. Region hialina larga (40X) E) MEB de
la cola terminada en punta. Con la flecha se indica donde termina el campo lateral.
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Fig. 14A-D. Fotomicrografias en MEB de larvas del segundo estadio Globodera  sp.
poblacién Contreras. A) Vista lateral de la region labial. B) Vista frontal de la region labial
C) Campo lateral a nivel medio del cuerpo con areolaciones en sus bordes D) Cola de la
larva v acercamiento a la region donde se ubica el fasmidio en forma de poro.
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Fig. 15A-D. Cortes histolagicos de raiz de J. procumbens sin nematodos. A) Corte
transversal de tejido fijado, deshidratado y tefido con safranina-verde rapido (16X). B)
Corte transversal de tejido fresco, teflido con Fabil {16X). C y D) Cortes longitudinales de
tejido fresco, tefiidos con Fabil (40X) e=epidermis, c=cortex, e=endodermis,
pe=periciclo, f=floema, x=xilema.
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Fig. 16A-F. Cortes transversales de raiz de J
procumbens  infectadas  con  Globodera  sp.
poblacién Contreras. A} Ubicacion del nematodo
en el tejido radical (6.3X). B} Corpusculos dentro
del sincitio, cerca del sitio de alimentacion (40X).
C) Sincitio invadiendo tejidos vasculares y
endodermis. Adyacente al xilema se presentan
sobrecrecimentos de la pared del sincitio (40X). D)
Sincitio inductdo por Globodera sp. poblacion
Contreras (16X). E y F) Sincitio onginado por la
incorporacion de vanas celulas, con nucleos
grandes cuyos nucleos son evidentes. Citoplasma
denso y granuloso (40X). c=cortex, tv=tejidos
vasculares, ne=nematodo, $=SINCitIo,
cor=comusculos, pf= paredes fragmentadas. sp-
sobrecrecimieto de la pared. nu=nucleo.
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Fig. 17A-F. Cortes longitudinales de raiz de ./ procumbens infectadas con Globodera sp.
poblacion Contreras. A} Ubicacion del nematodo en el tejido radical (6.3X). B) Relacion del nematodo
con el sincitio en la raiz (6.3X). C) Sincitio con citoplasma granuloso v paredes necrosadas en el sitio de
alimentacion del nematodo (16X). D) Sincitio formado por varias células con paredes fragmentadas en
intima relacion con los haces vasculares del hospedero (16X). E) Sitio de alimentacion del nematodo. Se
observan pequefas vesiculas sobre la pared de la célula colapsada (40X). F) Ubicacion del sincitio con
respecto a los tejidos vasculares. Se observan multiples nicleos con nucleolos evidentes (i6X). ¢=cortex.
tv=tejidos vasculares. n=nematodo. s=sincitio. cor=corpusculos, pf= paredes fragmentadas, pn=paredes
necrosadas. sp= sobrecrecimieto de la pared. nu=nucleo. v=vesiculas
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