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juveniles segundo estadio (J,) de N. aberrans poblacion Chapingo a 3 ddi en
cv Negro Querétaro; (D) sitios de lesion de N. aberrans poblacion Chapingo
en raices de frijol cv Negro Querétaro a 105 ddi; (E) raices de frijol cv Canario
mostrando agallas y sitios de lesion de N. aberrans poblacion Tecamachalco a

Figura 25. Numero de nematodos presentes por sistema de raiz en cultivares
de frijol inoculados con 15000 huevecillos de N. aberrans poblacion
Tecamachalco a 105 dias después de la inoculacion..................ccooiiiiinnn.
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RESUMEN

Se estudiaron las alteraciones histoldgicas que dos poblaciones del nematodo
falso nodulador de la raiz N. aberrans (Tecamachalco, Puebla y Chapingo, Edo. de
México) provocan en los cultivares (cvs) Negro Querétaro y Canario a 15, 45 y 90 dias
después de inoculados (ddi); y de manera preliminar las posibles alteraciones
fitoquimicas que induce en las raices de los cvs Negro Querétaro y Azufrado a 15, 30
y 60 ddi con la poblacion Chapingo y en los cvs Negro Querétaro y Canario a 15,45y
90 ddi con la poblacion Tecamachalco. Ademas, se confirmé la reproduccion de la
poblacion Chapingo en diversos cultivares de frijol a 105 ddi, asi como de la poblacion
Tecamachalco en los cvs Canario y Negro Querétaro en el mismo lapso.

Los estudios histoldgicos se realizaron por la técnica de Fucsina Bésica-Verde
Rapido de Zielh-Nielsen, encontrandose que los nematodos de ambas poblaciones no
alcanzaban el estado adulto y que como juveniles se ubicaban en el cortex, encerrados
en cavidades rodeadas por células modificadas.

Los estudios fotoquimicos se realizaron por cromatografia en capa fina de
extractos de la raiz. Las placas cromatograficas mostraron bandas con diferentes
intensidades que sefalaban diferencias en la concentracion de compuestos como
resultado del efecto del nematodo sobre el metabolismo de la raiz.

No hubo agallas ni reproduccion en todos los cultivares de frijol inoculados con
la poblacion Chapingo y en el cv Negro Querétaro con la poblacion Tecamachalco
mientras que en el cv Canario esta misma poblacion indujo un numero reducido de
agallas con hembras reproductivas. El analisis histologico de estas agallas mostro la
presencia de un sincicio bien desarrollado.

Se concluye que ambas poblaciones de N. aberrans afectaron de manera
diferente el metabolismo del frijol, existiendo en los cultivares examinados
mecanismos de incompatibilidad postinfectivos que inhibieron el desarrollo de los
nematodos, encerrdndolos en cavidades en el cortex de la raiz y evitando que llegaran a
madurar y reproducirse. La poblacion Tecamachalco present6d algunos individuos que
escaparon al efecto de estos mecanismos e indujeron la formacién de agallas y de
sincicios bien desarrollados que alteraron la organizacién del cilindro vascular, y que se

reprodujeron a mas de 105 dias después de inoculados.
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ABSTRACT

It is investigated the histological alterations that two populations of N. aberrans
(collected in Tecamachalco, Puebla and Chapingo, Edo. of Mexico) to induce in
common beans cultivars (cvs) Negro Querétaro and Canario to 15, 45 and 90 days after
inoculation (dai) and a study preliminary is carried out to detect possible phytochemical
alterations induced by population Chapingo in the cultivars Negro Querétaro and
Azufrado to 15, 30 and 60 dai and by the population Tecamachalco in the cvs Negro
Querétaro and Canario to 15, 45 and 90 dai. Also, is confirmed the reproduction of
population Chapingo in several cultivars to 105 dai, and of the population
Tecamachalco in the cultivars Canario and Negro Querétaro in the same time.

The histological studies was carried out for the technique of Fucsine Basic-Fast
Green of Zielh-Nielsen. The histological studies did not show adults nematodes, only
juvenils is located in the cortical tissue in cavities delimited by modified cells.

The phytochemical studies were carried out by thin layer cromatography of extracts
of both inoculated and not inoculated roots. The chromatographics plates showed spots
with different intensities that pointed out differences in the concentration of compound
as a result of the effect of the nematode on the metabolism of the root.

No had root-knot neither reproduction in all bean cultivars inoculated with
population Chapingo and in cultivar Negro Querétaro with population Tecamachalco
while in cultivar Canario this same population induced few root-knot and reproductive
females. Histological analyses of this galls show a syncytia well development.

The conclusion is that the metabolism of the bean is affected in a different way by
populations of N. aberrans, existing in the cultivars examined mechanisms of
incompatibility postinfectives that inhibited the development of the nematodes, locking
them in cavities in the cortical root tissue, avoiding that they ended up maturing and to
reproduce. In the population Tecamachalco some individuals that escaped to the effect
of these mechanisms presented and they induced the formation of root-knot and of well
developed syncytias that altered the organization of vascular cylinder, and that they

reproduced to more than 105 days after inoculation.
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I. INTRODUCCION

Nacobbus aberrans es un nematodo originario de Sudamérica que actualmente
estd presente en varios estados de nuestro pais, con poblaciénes que han mostrado
diferencias en cuanto a caracteristicas morfométricas, enzimaticas y posiblemente
fisiologicas, por lo que se sospecha de la existencia de razas en las poblacidnes
actualmente descritas para México (Jatala, 1985; Cid del Prado-Vera, 1986 y 1992;
Toledo 1989; Olvera et al., 1995).

El nematodo pseudoagallador o falso nodulador, como también se conoce a
Nacobbus aberrans, se encuentra como endoparasito de raices de innumerables
cultivos, algunos de importancia agricola y economica. Actualmente se sabe que
algunas poblaciones de este nematodo son capaces de parasitar frijol y disminuir en mas
de 30% la produccion de este cultivo (Inserra ef al., 1985; Otazu et al., 1985; Zamudio,

1987 Silva-Jaramillo, 1989; Garcia-Camargo y Trejo, 1995).

Las plantas parasitadas por nematodos endoparasitos generalmente muestran
grados variables de marchitamiento y clorosis, asi como una disminucién en su
crecimiento y desarrollo que conducen a una pérdida o disminucion en la cantidad y
calidad de los productos que de ellas pudieran obtenerse (Taylor y Sasser, 1983; Sasser

y Carter, 1985).

Ademas de los sintomas arriba mencionados, N. aberrans induce en las raices
de las plantas que parasita, una serie de nddulos o agallas dentro de las cuales se
encuentra presente un sitio de alimentacion Illamado sincicio (masa celular
multinucleada) que altera la organizacion tisular de la raiz (Endo, 1981, 1987b; Tovar —

Soto, 1999).

La magnitud del dafio causado por los nematodos puede estudiarse a nivel de la
planta completa o a nivel tisular, celular, quimico y molecular. Estos conocimientos
sirven como pardmetros para evaluar el grado de resistencia o susceptibilidad de una

planta a un nematodo en particular.

Para N. aberrans los estudios histopatoldgicos se han realizado en hospedantes
tales como papa (Solanum tuberosum L.), chile (Capsicum annuum L.), remolacha
(Beta vulgaris L.), espinaca (Spinacea oleracea) y jitomate (Lycopersicon esculentum

Mill.) (Lordello et al., 1961; Castillo y Marban-Mendoza, 1984; Inserra et al., 1985;



Caballero y Mufioz, 1987; Tovar et al., 1990). Estudios de este tipo ain no se realizan

en frijol

Se desconoce el mecanismo por el cual el nematodo induce las alteraciones que
conducen a la formacion de la agalla y del sitio de alimentacion, aunque se sugiere que
son resultado de complejas interacciones entre productos del metabolismo de la planta y
del nematodo que afectan a ambas partes y que definen si una interaccidon es o no

exitosa (Davis et al., 2004).

El aislamiento y naturaleza de los productos presentes durante el inicio,
establecimiento y duraciéon de una interaccion planta - nematodo ha sido poco
estudiado. Lo realizado sobre estos aspectos fitoquimicos implica a interacciones con
especies de Meloidogyne 'y Heterodera y ha sido enfocado principalmente al estudio
de los mecanismos de defensa que las plantas tienen contra estas especies (Veech, 1981;
Huang, 1985b; Kaplan y Davis, 1987; Carpentieri-Pipolo et al, 2005). Para el sistema

frijol — Nacobbus aberrans el desconocimiento de este aspecto es total.

Una manera de disminuir el efecto de los nematodos en la produccion de los
cultivos es mediante el uso de genotipos o cultivares resistentes, lo que implica realizar
la busqueda de la resistencia en el germoplasma disponible del cultivo en cuestion, que
en el caso del frijol ha mostrado una gran reserva genética disponible para el

mejoramiento genético de la especie (Roberts, 1992; Acosta-Gallegos, 1993).

En el caso de la interaccion Nacobbus aberrans — frijol, la deteccion de
genotipos o cultivares resistentes ha sido muy lenta debido principalmente a que no se
ha definido si las poblaciénes del nematodo que son capaces de crecer en frijol

constituyen una raza fisiologica propiamente dicha.

Se ha reportado que las poblacidnes procedentes de Puebla (Cholula,
Tecamachalco) y Zacatecas (Panuco, Pozo de Gamboa, Villa de Cos) crecen y se
reproducen en frijol (Silva-Jaramillo, 1989; Hernandez, 2001) mientras que las
procedentes de Actopan, Hidalgo; Cuautla, Morelos y Chapingo, Estado de México son
incapaces de hacerlo (Toledo 1990).

Hay controversia en cuanto a si la poblacion de Tecamachalco puede
reproducirse en frijol (Hernandez, 2001). Silva-Jaramillo, (1989); y Toledo (1990)

han encontrado que se reproduce bien en los cultivares Canario y Negro Querétaro, e



incluso Toledo et al (1993) proponen a este Gltimo cultivar como parte de un juego de

diferenciales para la separacion de razas

Considerando que hay un vacio de informacion en muchos de los aspectos sobre
la interaccion parasitica N. aberrans — frijol, sobretodo de aquellos que consideran la
reproduccion del nematodo en frijol y la magnitud del dafio causado por el parasito en la
planta a nivel tisular, citoldégico y quimico, se realizd el presente estudio con el

siguiente:
OBJETIVO GENERAL

Conocer las alteraciones histoldgicas y quimicas que la infeccion por N.

aberrans provoca en la raiz de frijol.
OBJETIVOS PARTICULARES

1) Describir las alteraciones histologicas provocadas en raices de frijol
cv Canario y Negro Querétaro infectadas separadamente con las poblacidones

Chapingo y Tecamachalco de N. aberrans.

2) Detectar de manera preliminar las alteraciones quimicas que el
pardsito induce en la planta mediante la evaluacion de los perfiles
cromatograficos de los metabolitos secundarios de raices de frijol cv Azufrado
y cv Negro Querétaro infectados con la poblacion Chapingo de N. aberrans, y
de cv Canario y cv Negro Querétaro con la poblacion Tecamachalco del

nematodo.

3) Confirmar la reproduccion de las poblaciones de Nacobbus aberrans
procedentes de Chapingo, Estado de México en los cultivares de frijol Azufrado,
Canario, Ejotero, Flor de Mayo, Negro Jamapa y Negro Querétaro, y de la
poblacion de Tecamachalco, Puebla en los cultivares Canario y Negro

Querétaro.
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II. ANTECEDENTES
2.1. EL PARASITO

2.1.1. HISTORIOGRAFIA DE Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) Thorne and Allen,
1944

Las primeras observaciones de Nacobbus fueron realizadas por Cobb en 1918
(citado por Manzanilla et al, 2002) quién lo identific6 como Heterodera schactii;
posteriormente Thorne (1935) encontrd en Atriplex confertifolia (Torr. and Frém) S. Wats
una nueva especie que describio como Anguillulina aberrans, a la cual Filipjev (1936)

considerd como perteneciente al género Pratylenchus, resultando el binomio P. aberrans.

Thorne y Allen (1944) describieron a la especie Nacobbus dorsalis y consideraron
a A. aberrans como perteneciente al género, nominandola como N. aberrans; Thorne y
Schuster (1956) describieron, en remolacha azucarera (Befa vulgaris, L), a N.
batatiformis. Mas tarde, Franklin (1959) hizo la descripcion de N. serendipiticus en tomate
(Lycopersicon esculentum Mill) cultivado en invernadero en Inglaterra; esta misma
especie fue encontrada parasitando papa (Solanum tuberosum L.) en Sudamérica por
Lordello et al. (1961), quienes la consideraron como subespecie N. serendipiticus

bolivianus.

Sher (1970) hizo una revision del género, y ubicdO a N. batatiformis, N.
serendipiticus 'y N. serendipiticus bolivianus como sindnimos de N. aberrans ya que
considerd que no existian diferencias morfologicas consistentes entre ellas como para
considerarlas especies separadas, de tal manera que el grupo quedo reducido a N. aberrans
y N. dorsalis, esta Gltima como la especie tipo. Mas tarde, los prestigiados nematdlogos

Luc (1987) y Siddiqi (2000) aceptaron la sinonimia como valida.

2.1.2. MORFOLOGIA Y ANATOMIA
El género Nacobbus agrupa a dos especies (Sher, 1970): N. aberrans y N. dorsalis.

Filiformes en la fase preparasitica y comienzos de la parasitica de su ciclo de
vida, los miembros del género Nacobbus alcanzan 1 - 2 mm de longitud y 10 — 20 um de
didmetro. En los estadios juveniles, la region cefalica estd débilmente esclerotizada, con
una region labial constituida por cuatro o cinco anillos. La boca se encuentra sobre una

placa oral hexagonal u octagonal rodeda por cuatro a seis rebordes cuticulares o labios, que
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contintia con un estoma donde se encuentra un estilete bien desarrollado con tres nodulos

basales presentes en ambos sexos.

Posteriormente al estoma se encuentra un esdéfago musculoso que presenta un
bulbo medio redondeado con una valvula muy prominente y un bulbo basal que se
diferencia en glandulas elongadas que se sobreponen dorsalmente al intestino el cual se
proyecta hacia la parte posterior del cuerpo y termina en una abertura anal que se ubica a
10 — 17 anillos del extremo posterior en Nacobbus aberrans y a 10 — 18 en Nacobbus
dorsalis. El extremo posterior termina en una cola redondeada o ligeramente lobada que
gradualmente se adelgaza. Los fasmidios, 6rganos sensoriales de funcién quimioreceptora,
se encuentran en la porcion anterior de la cola. A diferencia de otros nematodos no

presentan deiridios.

La totalidad de las hembras maduras son sésiles y globosas o en forma de huso, con
un cuello que varia en tamafio; el extremo posterior del cuerpo es conico, no elongado y de

término redondeado (Cid del Prado-Vera, 1986, 1992).

Las hembras presentan un solo ovario, que cuando inmaduro es corto, mientras
que en hembras maduras se distinguen una zona germinativa, una zona de crecimiento y
una zona de maduracion de oocitos. El oviducto es largo y en hembras maduras presenta
los oocitos en estado de sinapsis, con cromosomas apareados, lo que sugiere que el modo
de reproduccion es anfimictico aunque no se descarta la partenogénesis de tipo meidtico
(Martinez et al., 1995). Algunos autores sefialan la presencia de una espermateca en la que
incluso se han encontrado espermatozoides (Doucet, 1989; Martinez et al., 1995), aunque
Sher (1970) no menciona la presencia de este 6rgano. El ttero es tubular y en las hembras
maduras alcanza grados altos de distension, se abre al exterior en las hembras filiformes
inmaduras en una vulva que se ubica a 91 o 97% de la longitud del cuerpo, a 8 o 14
anillos del ano en N. dorsalis y a 0.8 0 2.3 en N. dorsalis (Sher, 1970). En las hembras
maduras la vulva es posterior. La abertura anal es poriforme y los fasmidios son

puntiformes.

Los machos son vermiformes en todas sus etapas, y muestran algunas
caracteristicas mas acentuadas que las hembras, como son el disco labial y el tamafio del
estilete. Los campos laterales muestran cuatro incisuras con areolas distribuidas

regularmente. Se presenta un solo testiculo y las espiculas, en posicion ventral,
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ligeramente curvadas. El extremo posterior del cuerpo es acuminado, y presenta una bursa

de tipo peloderan (Manzanilla-Lopez ef al., 2002).

2.1.3. ORIGEN Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

N. aberrans es originario de la region andina (Jatala, 1985) y actualmente se halla
en varios paises del mundo. Se ha registrado en material cultivado en invernadero en
Inglaterra, Finlandia, Holanda, Rusia, China e India sin que haya reportes que lo ubiquen

en condiciones de campo (Manzanilla-Lopez et al., 2002).

En América se distribuye en el suroeste de los Estados Unidos, México, Perq,
Bolivia y norte de Argentina y Chile (Brunner de Magar, 1967; Gomez-Tovar, 1973; Jatala
etal., 1977a, b; Doucet, 1989; Doucet et al., 1994).

En México, Brunner de Magar (1967) lo reportd por primera vez en campos de
cultivo de chile (Capsicum annuum, L)) en Chapingo, Estado de México, y desde entonces
se ha detectado parasitando diversos cultivos, en los estados de Coahuila, Guanajuato,
Hidalgo, Morelos, Oaxaca, Sn. Luis Potosi, Tlaxcala y Zacatecas (Rodriguez, 1974; Cid
del Prado, 1986; Cruz, 1987; Silva-Jaramillo, 1989; Toledo, 1990; De la Jara, et al.,
1990; Velasquez y Gonzélez 1991 citados por Veldsquez- Valle, 2001; Cid del Prado-Vera,
1992; Toledo et al., 1993; Torres et al., 1994; Garcia-Camargo y Trejo, 1995).

2.1.4. CICLO DE VIDA

El ciclo de vida de la mayoria de los nematodos fitoparasitos es muy semejante

entre si con particularidades en cada especie (Agrios, 1985).

En términos generales el primer estadio juvenil o J, de N. aberrans ocurre en el
huevo, donde experimenta una primer muda a J, que eclosiona del huevecillo y penetra la
raiz donde se mueve intracelularmente hasta que selecciona un sitio donde se establece; se
cree que el nematodo puede entrar y salir varias veces de la raiz y alcanzar el siguiente
estadio o J; en la raiz o en el suelo, en este estadio tanto machos como hembras muestran
una notable reduccion en la longitud de la glandula esofagica, su cuerpo tiende a adoptar
una forma de “C” y generalmente las hembras son mas cortas que los machos (Thorne y

Schuster, 1956; Clark, 1967)
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La presencia del estadio J; en suelo o dentro de la raiz sugiere que el J; también
puede emigrar de la raiz o bien mantenerse en ella y experimentar la tercer muda,
independientemente de donde se encuentre, para alcanzar el estadio J4 (Quimi, 1979 citado
por Manzanilla-Lopez et al., 2002). La tltima muda da paso al estado adulto y se cree que
puede ocurrir en la raiz o en el suelo; se ha informado que las hembras adultas inmaduras
son activas y tienen la capacidad de abandonar la raiz y penetrar otras raices diferentes,
moverse hacia el sistema vascular e inducir el sincicio y la agalla antes de desarrollarse en
endoparasito sedentario mientras que los machos por su parte, abandonan la raiz y buscan

a las hembras, con las que se cruzan dentro de la raiz (Clark, 1967).

Después de la fecundacion, la hembra aumenta de tamafio, se torna globosa y
deposita de 37 a 833 huevecillos en una matriz gelatinosa (Inserra, 1985; Gonzélez et al.,

1989, Costilla 1985 citado por Manzanilla-Lopez et al., 2002).

Los estudios anteriores parecen confirmar el punto de vista de Manzanilla-Lopez
et al. (2002) quienes consideran que N. aberrans tiene dos estrategias para desarrollarse a
estado adulto: 1) después de la penetracion a las raices por el J,, el desarrollo puede
ocurrir dentro o fuera de la raiz con repetidas penetraciones y emigraciones hasta que
obtiene el estado adulto, 2) después de la penetracion por el J,, el desarrollo procede

dentro de la raiz hasta alcanzar el estado adulto.

La temperatura afecta el desarrollo del nematodo, en remolacha a 25 °C el ciclo
de huevo a huevo se completa a los 48 dias, ocurriendo el desarrollo embriologico y la
eclosion del J, en los 10 primeros dias; los J; y Js aparecen a los 11 y 16 dias
respectivamente mientras que las agallas y las hembras maduras a los 30 dias; las hembras
con masas de huevecillos aparecen a los 38 dias después de la penetracion en la raiz
(Inserra et al, 1983). En raices fragmentadas de tomate.se ha observado que a 15°C no
hay produccion de huevecillos, mientras que a 20 y 30°C el ciclo de huevo a huevo se
completa a los 43 dias y a 25°C a los 36 dias después de la inoculacion. Las agallas
aparecen a los 71, 36, 19 y 29 dias a 15, 20, 25 y 30°C respectivamente. También la
proporcion machos: hembras se ve afectada por la temperatura, a 30°C es de 8 machos a

una hembra. (Prasad y Webster, 1967)

En los nematodos se manifiestan estrategias fisiologicas que permiten detener su
desarrollo bajo condiciones ambientales adversas. Este fenomeno se conoce como

quiescencia cuando es debido a la accion de un factor estresante que al desaparecer
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reactiva el desarrollo del nematodo, o bien, puede implicar a factores enddogenos que
detienen el desarrollo del nematodo sin importar que las condiciones ambientales sean las
correctas, lo que implica que es temporalmente irreversible, esta condicion es conocida
como diapausa (Jones et al., 1998 citado por Manzanilla-Lopez et al., 2002). Varios
autores han reportado que estos fendmenos se manifiestan en Nacobbus aberrans (Clark,

1967; Inserra et al., 1983).

Cristobal-Alejo et al., (2001a), implementaron un experimento de 12 meses de
duracién en microparcelas con diversos estadios bioldgicos de N. aberrans (huevecillos
libres, huevecillos contenidos en la matriz gelatinosa, J,, J; y Js, raices agalladas
fragmentadas con todos los estadios del nematodo) bajo condiciones de campo donde
concluyen que los J; y los J, pueden sobrevivir durante ese lapso sin perder su
infectividad al ser inoculados en raices de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum

Mill.).

La induccién y longitud de la diapausa en N. aberrans puede ser condicionada por
el fotoperiodo (Womersley et al, 1998 citados por Manzanilla-Lopez et al., 2002).
Estudios sobre el comportamiento de los estados de desarrollo del nematodo bajo
condiciones Optimas y subdptimas de fotoperiodo han demostrado que en los J; hay un
intervalo de tiempo pasado el cual las condiciones subOptimas no tienen efecto en la
continuacion del desarrollo mientras que los J4 se mantienen en quiescencia y no mudan al

estado posterior bajo esas mismas condiciones (Souza y Baldwin, 2000).

Los estudios anteriores sugieren que la duracion del ciclo de vida se ve afectado
por diversos factores ambientales (principalmente la temperatura), origen geografico del

nematodo y especie huésped.

2.1.5. TAXONOMIA

Aun cuando hay incertidumbre a cerca de las relaciones filogenéticas de N.
aberrans, actualmente se le clasifica en la familia Pratylenchidae con quienes comparte la
forma globosa de las hembras, el sobrelapamiento de las glandulas esofagicas, la cercania
de los fasmidios al ano. Estas caracteristicas son consideradas como convergentes dentro
de los Tylenchida y segiin Baldwin y Cap (1992) no son suficientes para elevar la
clasificacion del género. A continuacion se resume la clasificacion taxonomica de la

especie:
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PHYLLUM: Nematoda
CLASE: Secernentea
SUBCLASE: Diplogasteria
ORDEN: Tylenchida
SUBORDEN: Tylenchina

SUPERFAMILIA: Tylenchoidea
FAMILIA: Pratylenchidae
SUBFAMILIA: Nacobbinae

GENERO: Nacobbus

ESPECIE: Nacobbus aberrans

La especie tipo del género es N. dorsalis, la cual tiene una importancia econémica

menor debido a su limitada distribucioén geografica.

2.1.6. HOSPEDEROS

Nacobbus aberrans tiene una amplia gama de hospederos que incluye a plantas
pertenecientes a 18 familias botanicas entre las que se encuentran Amaranthaceae,
Cactaceae, Chenopodiaceae, Poaceae, Cruciferae, Cucurbitaceae, Fabaceae, Solanaceae
(Cornejo, 1977; Inserra et al., 1985; Zamudio et al., 1990; Canto-Saenz, 1992 y Brodie et
al., 1993 citados por Manzanilla, 2002).

Dentro de las plantas que parasitan se hallan cultivos de gran importancia agricola
como frijol (Phaseolus vulgaris L.), jitomate (Lycopersicon esculentum Mill), chile
(Capsicum Ann.um L.) y papa (Solanum tuberosum L.), ademas de las especies horticolas
col (Brassica oleracea L.), lechuga (Lactuca sativa C.), calabaza (Cucurbita pepo L.),
verdolaga (Portulaca oleracea L.), e innumerables especies silvestres (Montes, 1979;

Jatala, 1985; De la Jara et al., 1990; Velasquez-Valle, 2001; Manzanilla ef al., 2002).

El rango de hospederos ha sido estudiado por Zamudio ef al. (1990), Hernandez
(1992), Toledo (1990), Toledo et al. (1993), Tapia y Cid del Prado (1991, citados por
Hernéndez, 2001) y Arcigas (1995 citado por Veldsquez-Valle, 2001) con poblaciones del
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nematodo de diferente origen geografico. Estos trabajos tuvieron a siete hospedantes en
comun de un total de dieciséis, los cuales fueron: rabano (Raphanus sativus L), chile
(Capsicum annuum L), zanahoria (Daucus carota, L), calabacita (Cucurbita pepo L), frijol

(Phaseolus vulgaris L) y papa (Solanum tuberosum L.).

2.1.7. VARIABILIDAD

Se ha sugerido la posibilidad de que N. aberrans sea un complejo de especies dada
las amplias diferencias morfoldgicas y morfométricas que existen entre poblaciones,
misma que se ha constatado con microscopia Optica, y electronica de barrido (Jatalay
Golden, 1977; Doucet, 1989; Doucet y DiRenzo, 1991; Cid del Prado, 1992; Jatala ,1993;
Arciga, 1995 citado por Herndndez, 2001; Canto-Sdenz et al., 1996; Doucet, 1996;
Manzanilla-Lépez et al., 1999; Johnson, 1971 y Quimi, 1979 citados por Manzanilla Lopez
et al., 2002). Otros autores consideran que es un complejo naciente de especies (Reid et al,

2003)

Los analisis isoenzimaticos han mostrado variabilidad genética dentro de sus
poblaciones. Incluso en individuos parasitos de un mismo huésped se ha detectado mas
variacidbn que la que se encuentra entre poblaciones de diferentes areas geograficas

(Doucet y Gardenal, 1992, Olvera et al., 1995).

La aplicacion de las técnicas de enfocamiento isoeléctrico y de RAPD-PCR han
definido tres posibles grupos para N. aberrans: dos Sudamericanos y uno mexicano con
cierta afinidad con poblaciones de Argentina (Ibrahim et al., 1997; Manzanilla-Lopez et

al., 1999).

Por su parte los resultados de las técnicas citogenéticas aplicadas a poblaciones de
N. aberrans no han sido concluyentes aunque se sospecha que existe variacion entre
poblaciones en cuanto a los niimeros cromosdmicos (Jatala y Boluarte, 1993; Martinez et

al., 1995; Canto-Saenz et al., 1996).

Diversos estudios han mostrado que algunas poblaciones de N. aberrans muestran
variacion en la preferencia de hospederos, lo que sugiere la presencia de razas fisiologicas
o patotipos (Toledo, 1990; Costilla, 1990a b, 1992 y 1996; Jatala y Boluarte, 1993; Toledo
et al., 1993; Cid del Prado et al., 1997), aunque ésto atin no ha sido confirmado. Una raza

fisiologica se define como un grupo de individuos que tienen las mismas preferencias en
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hospederos y otras caracteristicas biologicas en comun (Taylor y Sasser, 1983). Bajo esta

consideracion Inserra ef al. (1985) distingue tres razas de N. aberrans:
1) Raza remolachera, que se reproduce en remolacha pero no en papa
2) Raza papera, la cual se reproduce en remolacha y papa
3) Raza chilera, que se reproduce en chile pero no en papa

Manzanilla-Lopez et al. (2002) las consideran como grupos, y mencionan que la
primera se halla presente en los Estados Unidos, Argentina y probablemente Ecuador;
mientras que la segunda estd presente en México y en las tierras altas de las regiones
andinas de Argentina, Bolivia y Chile. La tercer raza la ubica como del grupo del frijol, ya
que puede crecer en esta planta y en chile pero no en remolacha, y solo se encuentra en

México.

La definicion fisiologica de raza anteriormente mencionada implica la existencia de
un grupo de hospederos diferenciales que permitan su separacion. Para algunas especies de
nematodos esta serie de hospederos est4 bien establecida (Sasser, 1972); sin embargo, para

Nacobbus aberrans esto no ha sido realizado

Estudios importantes que tratan de establecer los hospederos diferenciales y las

razas de Nacobbus, han sido realizados por algunos autores.

Brunner de Magar (1967) probo 90 especies y variantes de chile contra el nematodo
y encontr6d que todos los cultivares de Capsicum annuum fueron susceptibles al nematodo

y solo C. baccatum mostrd alguna resistencia

Toledo (1990) y Toledo ef al. (1993) confrontaron a cinco poblaciones mexicanas
del nematodo de diferente origen geografico, contra 10 especies de plantas anuales entre
las que se encontraban tomate, frijol y acelga, y en sus resultados concluyen que existen

tres razas:

Na-1, que crece en tomate y acelga, pero no en frijol. Involucra a poblaciones

procedentes de Cuautla (Morelos), Actopan (Hidalgo) y Chapingo (Estado de México).

Na-2, que crece en los tres hospederos e implica a la poblacion procedente de

Cholula (Puebla).

Na-3, procedente de Ocampo, Guanajuato, crece en en frijol y acelga pero no en

tomate.
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Los cultivares de las especies consideradas por estos investigadores como
diferenciales fueron jitomate cv Rutgers, frijol cv Negro Querétaro y acelga (Beta vulgaris
L.) cv Ford Hook Giant; los otros hospederos probados fueron chile, verdolaga (Portulaca
oleracea L.), remolacha, pepino (Cucumis sativus L.), rdbano (Raphanus sativus L.),

calabacita y papa.

Por su parte, Cid del Prado-Vera (1993) estudio el comportamiento patogénico de
poblaciones procedentes de Puebla, Estado de M¢éxico e Hidalgo, y estableci6 como

hospederos diferenciales a espinaca (Spinacea oleracea L.), rdbano, chile y papa.

En las poblaciones sudamericanas también se ha detectado variacion fisiologica;
Costilla (1990a, b) evalu6 tres poblaciones del nematodo en jitomate, pimiento y papa; sus
resultados ndicaron que soOlo las dos primeras especies de plantas son hospederos

eficientes.

Boluarte y Jatala (1993, citados por Hernandez, 2001) utilizaron como plantas
difrenciales a jitomate, papa, remolacha, quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) y chile en
la evaluacion de 25 poblaciones de diferente origen geografico y con ellas determinaron la
existencia de 5 razas fisiologicas, 2 de ellas con una variante. Los nematodos eran

procedentes de Estados Unidos, México, Pert, Ecuador, Bolivia y Argentina.

Como se puede observar en el esquema de razas de Toledo et a/ (1993) no todas las
poblaciones de N. aberrans pueden reproducirse en  frijol, particularmente las
consideradas como pertenecientes a la raza 1, mientras que las poblaciones de Zacatecas y
Tecamachalco si lo hacen, aunque hay controversia con respecto a esta ultima (Silva-

Jaramillo, 1989; Hernandez, 2001).
De éstos y otros estudios similares se concluye que:

a) Diferentes cultivares de la misma especie de hospedero pueden reaccionar

diferencialmente a una sola poblacion del nematodo

b) Poblaciones del nematodo de diferentes areas geograficas pueden compartir
especies hospederas, aunque ataquen diferentes cultivares dentro de una misma especie de

planta.

c) Poblaciones del nematodo de un mismo pais o region geografica pueden diferir

en hospederos o cultivares preferenciales (Manzanilla-Lopez et al., 2002).
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2.2. EL HUESPED

2.2.1. ORIGEN Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE Phaseolus vulgaris L.

Actualmente el frijol comun se cultiva en los tropicos y en las zonas templadas de
América, y en algunos lugares de Asia y Africa, esta considerado una de las principales

fuentes de proteina vegetal para esas regiones (Munioz-Orozco et al., 1995)

La especie fue considerada por Linneo como de origen asiatico, particularmente de
la India, mientras que DeCandolle, quien primero la consideraba asidtica, ubica su origen
en América del Sur. Mas tarde, Vavilov (1951) arguyd, al estudiar las colecciones de frijol
procedentes de México, Guatemala, Colombia, Pert, Chile y Bolivia, que el sitio de
origen debe buscarse en el area México-Guatemala. Estudios posteriores que
contemplaron aspectos botanicos, arqueoldgicos, histdricos y lingiiisticos han concluido de
manera incuestionable en un origen americano para Phaseolus vulgaris (Gepts y Debouck,
1991). Los restos mas antiguos de frijol comun se encuentran en Callejon de Huaylas en
Perti. En México, se encuentran en el Valle de Tehuacan, Puebla. Estos restos consisten de
semillas, fragmentos de vainas y de plantas semicompletas y posiblemente representan
restos de plantas completamente domesticadas aparentemente muy similares a los frijoles
que actualmente se cultivan en esas regiones, lo que sefiala que su domesticacion debid de
haber ocurrido mucho antes de las fechas sefialadas (Miranda, 1967; Miranda, 1991; Gepts

y Debouck, 1991).

Los estudios botanicos han mostrado la existencia de formas silvestres de
Phaseolus vulgaris que se distribuyen desde el norte de México hasta el norte de
Argentina. Esta extensa area de distribucion implica la presencia de diferentes condiciones
ecologicas que han contribuido a que haya una gran diferenciacion morfologica en las
formas silvestres del frijol comun, esta riqueza puede visualizarse en las mas de 550
colectas que existen en los bancos de germoplasma del INIFAP y del CIAT (Cardenas et
al., 1991; Muruaga-Martinez et al., 1995).

En México, Miranda (1967) realizd exploraciones botanicas y encontrd una gran
variacion de formas silvestres de Phaseolus vulgaris, lo que confirma que la especie
procede de la parte occidental de la region propuesta por Vavilov. Las formas silvestres

presentes en esta area  son anuales, con un habito de crecimiento principalmente
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indeterminado, con variabilidad en el color de flor, nimero, tamafio y color de vaina

(Miranda, 1991).

En cuanto al centro de origen del frijol comin en América, diversos estudios han
demostrado la existencia de diferencias morfologicas entre las formas silvestres de
Mesoamérica y Argentina; los estudios de Gepts en 1988 basados en la proteina faseolina
entre frijoles mesoaméricanos y sudamericanos, tanto silvestres como cultivados (citados
por Muruaga-Martinez et al., 1995 y por Gepts y Debuck, 1991), sugieren dos regiones de
domesticacion para la especie a partir de distintas poblaciones silvestres, uno en
Mesoamérica (México y Centroamérica), donde se presenta la faseolina tipo S en semillas,

y otro en los Andes con faseolina tipo T en semillas grandes.

2.2.2. VARIABILIDAD

Como ya se mencion6 con anterioridad, las formas silvestres de Phaseolus vulgaris
presentan una alta variariabilidad morfoldgica y bioquimica resultado de la accion de los
procesos evolutivos de mutacion, migracion, seleccion y deriva genética, procesos que sin
duda han actuado sobre las formas cultivadas, las cuales ademas han experimentado la
accion del proceso de domesticacion que, aunado a los miles de afios de cultivo, ha dado
como resultado una gran diferenciacion de numerosas caracteristicas, muchas de ellas de

importancia para el hombre (Miranda, 1979; Gepts, 1991; Gepts y Debouck, 1991).

Las caracteristicas seleccionadas durante la domesticacion de Phaseolus fueron: 1)
aumento en el tamafio de la semilla; 2) aumento en la permeabilidad de la semilla; 3)
reduccion del espesor del tejido de desecacion diferencial de la vaina, lo que modificd su
mecanismo natural de diseminacion; 4) cambio de habito perenne a anual a través de la
eliminacion de la formacidon de raices tuberosas. Esto trajo como resultado: un mayor
aumento en la produccion de semilla, facilité todas las fases culturales, permitié una
homogénea sincronizacion desde la germinacion hasta la cosecha y amplié sus limites

ecolodgicos (Souza y Delgado,1991; Miranda, 1991).

Las exigencias de los diferentes grupos humanos también han jugado un papel
importante en la diversidad que existe entre las formas cultivadas de frijol comun, ya que
de una region agricola a otra no so6lo cambian los cultivos, sino también los cultivares de
una misma especie y los nombres con que son conocidos. Hernandez-Xolocotzi (1985) dio

una larga lista de los nombres con que son conocidas muchas variantes de frijol comin en
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las diversas regiones agricolas del pais y que han sido consideradas por los grupos étnicos
en funcion de su precocidad, adaptacion a humedad y fertilidad del suelo, uso para el cual

estan destinados, composicion quimica del grano y valor ceremonial.

La gran variacion debida a lo anteriormente sefialado ha obligado a clasificar al
frijol de acuerdo a su habito de crecimiento determinado o indeterminado, la longitud de
sus entrenudos, la altura de la planta, nimero de nudos, capacidad para trepar, tipo de

ramificacion y caracteristicas de grano, en cinco tipos basicos (Ortiz-Valdéz, 1998):

Tipo I. Determinado y erecto. Plantas erectas, de 5 a 10 nudos cortos, de 9 a 22
ramas y una altura de 16 a 50 cm; la etapa de floracion es corta y la maduracion de todas

las vainas ocurre al mismo tiempo.

Tipo II. Indeterminado, guia corta, erecto. Plantas erecta, de 16 a 23 nudos, de 11 a
15 ramas, guia corta sin capacidad para trepar (las ramas no producen guias), y altura de 52

a76 cm.

Tipo III. Indeterminado, guia corta, postrado. Plantas postrada, de 15 a 26 nudos, de

8 a 20 ramas, de 62 a 98 cm y guia sin capacidad de trepar.

Tipo IV. Indeterminado, guia intermedia, semivoluble. De 25 a 35 nudos, de 15 a

32 ramas, de 100 a 200 cm y guias con capacidad para trepar.

Tipo V. Indeterminado, guia muy desarrollada y trepador. Planta con bastante

capacidad para trepar, de 5 a 43 nudos, de 28 a 56 ramas, de 260 a 400 cm de altura.

El frijol también puede clasificarse de acuerdo al tamafio y color de grano.
Hernandez-Xolocotzi et al. (1991) separan a las formas silvestres y cultivadas en dos
grupos, quedando dividido el grupo de los cultivados a su vez en tres subgrupos: el
subgrupo A que comprende a la raza 1 que son frijoles blancos y negros chicos; el
subgrupo B que agrupa a las razas 2, 3 y 4 que involucra a los frijoles de colores, negro
arribefio y negro tropical respectivamente; y finalmente al subgrupo C que considera a la
raza 5 (bayo grande oBayo rata), la raza 6 (canario), la raza 7 o de frijoles arrifionados y la

raza 8 de frijoles esféricos.
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2.2.3. TAXONOMIA

La clasificacion de los frijoles cultivados hace énfasis en el color, forma y tamafio
de las semillas en las formas cultivadas, mientras que en las silvestres se basa en las

estructuras florales (Souza y Delgado, 1979).

Actualmente la clasificacion taxonémica del frijol es la siguiente (Strasburger et

al. 1974; Debouck, 1991; Ortiz-Valdéz, 1998; Judd et al., 1999):
DIVISION:  Tracheophyta
CLASE: Angiospermae
SUBCLASE: Dicotyledoneae
ORDEN: Fabales
FAMILIA : Leguminosae (=Fabaceae)
SUBTRIBU : Papilionoideae (=Faboideae)
GENERO :  Phaseolus

ESPECIE :  Phaseolus vulgaris

El frijol comun es considerado la especie tipo del género.

Como género, Phaseolus agrupa a 55 especies (Debouck, 1991) aunque algunos
autores mencionan un mayor nuamero (Mufioz-Orozco et al., 1995), con so6lo cuatro
especies cultivadas ademas del frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) las cuales son P.
coccineus L. (frijol ayocote), P. acutifolius A. (frijol tepari), P. lunatus L. (frijol lima), P.
polyanthus (frijol botil) de gran importancia en areas que no ofrecen condiciones

ecoldgicas Optimas para el desarrollo del frijol comun (Debouck, 1991, 2005).

2.2.4. PRODUCCION Y CULTIVO

A nivel mundial, los principales productores de frijol para el periodo 1994-2003
fueron: Brasil, India, China, Myanmar (Birmania), M¢éxico y Estados Unidos,
contribuyendo en conjunto con el 63% de la producciéon mundial que en el afio de 1995
fue de aproximadamente 17.9 millones de toneladas. En ese periodo la produccion

promedio anual de México fue de 1.22 millones de toneladas que representan el 7% de la
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produccion mundial que lo colocan como uno de los principales productores en el mundo;
sin embargo, no alcanza la autosuficiencia y tiene que importar frijol de otros paises,

principalmente de los Estados Unidos (SIAP.SAGARPA, 2005).

En México, el frijol es un cultivo tradicional, cultivado en todas las zonas agricolas
del pais, se produce durante los ciclos agricolas de primavera-verano y otofio-invierno; en
el primer caso se produce en los meses de agosto o septiembre a enero siendo los
principales estados productores Zacatecas, Durango, Chihuahua, San Luis Potosi y
Guanajuato, mientras que en el ciclo otofio-invierno ocurre de enero o febrero a junio,

siendo Sinaloa y Nayarit los principales estados productores.

En ambos ciclos agricolas la produccion se realiza en condiciones de riego o de
temporal, siendo esta Ultima la mas practicada (92% en temporal y 8% en riego en el ciclo
primavera-verano, contra 52% en temporal y 48% en riego en el ciclo otofio-invierno).
Zacatecas y Sinaloa fueron los estados con mayores rendimientos en condiciones de riego,
mientras que a Nayarit le correspondieron los mayores rendimientos en temporal.
Zacatecas en 1996 fue el estado con la mayor superficie destinada al cultivo con 697 mil
hectareas con rendimientos promedio de 1780 kg/ha en riego y 511 kg/ha en temporal

(Ortiz-Valdéz, 1998).

Las variedades cultivadas dependen de las preferencia de los consumidores en cada
region; por ejemplo en las regiones del trépico humedo se prefieren los frijoles negros
pequefios y opacos mientras que en las del Pacifico norte se prefieren los tipos peruano; en
el estado de Zacatecas los principales tipos cultivados son Flor de Mayo y Flor de Junio
en riego y los negros criollos, pintos,Bayos, garbancillos, Flor de Mayo y Flor de Junio en

temporal (Serrano-Covarrubias, 2004).

No obstante que en algunas areas del altiplano del centro-norte del pais se ha
convertido en unicultivo, en muchas regiones del pais se cultiva asociado a otras especies,
principalmente maiz (Zea mays L.). Es muy posible que esta practica haya surgido después
de la domesticacion de la especie, y generalmente es mencionada como una agricultura
tradicional o de subsistencia que genera valores, mas que ganancias comerciales, de uso
indispensables en la economia familiar. Se ha estimado que aproximadamente 600 000 ha
en la parte central y sur del pais en los estados de Jalisco, Michoacan, México, Puebla,

Chiapas y Yucatan practican este sistema de produccion (Acosta-Gallegos, 1993).
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2.2.5. IMPORTANCIA Y VALOR NUTRITIVO

Desde un punto de vista histérico el frijol tuvo un papel importante en el desarrollo
de los pueblos prehispanicos pues junto con el maiz y la calabaza formo la base sobre la
que descansaba la alimentacion de esos pueblos (De la Torre-Almaraz, 1995). Actualmente
su importancia no ha disminuido, pues son numerosos los paises de Africa, Asia y América
Latina donde su consumo implica la principal, y en ocasiones la Unica fuente de alimento
de muchas personas. Se ha estimado que el consumo per cdpita en nuestro pais es de 15.1
kg al afio, aunque esto varia de acuerdo a precio, disponibilidad, precio de otros alimentos

e ingreso familiar (Ortiz-Valdéz, 1998).

Al menos en nuestro pais, el frijol no solo es el segundo cultivo en importancia
después del maiz, tanto por la superficie que se siembra (2 millones 200 has) como por la
produccion promedio anual que alcanza (1.22 toneladas por ha), sino también es uno de los
cultivos que mas empleo genera en el campo, se ha calculado que existen 500 mil
agricultores, y que el numero de jornaleros que se emplean en el cultivo de esta planta es

de méas de 380 mil. (STAP-SAGARPA, 2005; Serrano-Covarrubias, 2004).

Otra caracteristica que hace del frijol un producto de primerisima importancia es su
valor nutritivo. Ortega et al. (1976) realizaron el andlisis quimico de las semillas crudas de
68 genotipos de frijol (58 de P. vulgaris y 10 de P. coccineus) con énfasis en el contenido
de proteina y encontraron que existe variacion para el contenido de proteinas asi como una

fuerte correlacion positiva entre este caracter y el peso de grano.

Se menciona que el grupo Blancos de P. vulgaris tiene mayor contenido de
triptofano que el grupo Ayocote de P. coccineus, y ambos presentan un alto contenido de
lisina; igualmente la comparacion entre el grupo Ayocote y el cultivar Chis. 34 del grupo
Canario mostr6 ser muy contrastante, ya que este ultimo tiene la cantidad de aminoacidos
suficiente para cubrir las necesidades diarias de la dieta, mientras que el frijol Ayocote

mostro deficiencias en fenilalanina, triptofano y metionina Ortega (1991).

Generalmente los cultivares con mayor demanda no son precisamente los mas
nutritivos, ya que no existe una relacion directa entre la calidad proteinica y las
preferencias de consumo, pués la eleccion se basa en el gusto o la costumbre, y varia de
una regién a otra; por ejemplo, los cultivares que se consumen en la region del Pacifico
son del tipo Azufrado, en el Bajio los tipos Flor de Mayo, Rosita, Cacahuate y Ojo de

Cabra; en el norte, el Pinto o el Bayo, y los tipos negro en los tropicos. Dentro de los
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criterios de consumo se encuentran el color, sabor, aspecto culinario, dureza y textura de la
semilla después de la coccion, cantidad y textura del hollejo, y espesor del caldo (Carrillo,

1998).

2.2.6. PATOGENOS Y FUENTES DE RESISTENCIA

Dentro de los factores que limitan la produccion y productividad del frijol se
encuentran la presencia de enfermedades causadas por mas de 200 patdégenos bacterianos,
fungales y virales (Lépiz, 1986; Aceves-Rodriguez, 1988; Delgadillo-Sanchéz, 1988a;
Garrido-Ramirez, 1995; Lépiz-Ildefonso, 1999).

Dentro de las enfermedades causadas por hongos se encuentran la antracnosis

causada

por Colletotrichum lindemuthianum, la mancha angular (Isariopsis griseola), la mancha
foliar (Ascochyta boltshauseri y A. phaseolorum), la mancha redonda (Chaetoseptoria
wellmanii) y la roya o chahuixtle (Uromyces phaseoli) que afectan todas ellas a las hojas
principalmente, aunque también se manifiesta en tallos, ramas y peciolos y en infecciones
graves en vainas y semillas. Las raices también se ven afectadas por pudriciones causadas
por Rhizoctonia solani (=Thanatephorus cucumeris), Fusarium solani, Macrophomina

phaseolina, Sclerotium rolfsii.

Para México, las enfermedades bacterianas mas importantes son el tizon comun y el
tizon de halo causados por Xanthomonas phaseoli 'y Pseudomonas phaseolicola

respectivamente. Ambas afectan las partes aéreas de la planta.

Por su parte, los virus también causan enfermedades que abaten la produccion del
frijol; los dos mas comunes son el virus del mosaico del frijol (BCMV) y el virus del
mosaico dorado (BGMV) que causan pérdidas de 35 a 98% de la produccion (Delgadillo-
Sanchéz, 1988b).

Los nematodos pertenecientes a las especies Meloidogyne incognita y Nacobbus
aberrans parasitan las raices del frijol y son causa de grandes pérdidas; actualmente se
sabe que los nematodos fitoparasitos pertenecientes al género Meloidogyne disminuyen de
35-50 % la produccion de frijol (Ngundo y Taylor, 1974; Aceves, 1988; Abawiy Varon
de Agudelo, 1989 citados por Ortega y Jaime, 1990; Mullin et al., 1991, Garcia-Camargo y
Trejo, 1995; Velasquez-Valle, 2001).
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Los insectos son una plaga importante para el frijol; en nuestro pais los mas
importantes son segun Reyes (1985): la conchuela (Epilachna varivestis), el barrenador
del tallo (Centrinapis sp), la mosquita blanca (Trialeurodes vaporarium), la chicharrita
(Empoasca fabal), el minador de la hoja (Xenochalepus signaticollis), el picudo del ejote
(Apion godmani), diversas especies de chapulines (Brachystola spp., Sphenerium spp. y
Melanoplus spp.), la doradilla (Diabrotica balteata), el minador (Liriomyza spp.) la mosca
de las semillas (Hylemya alirura) y diversas especies de trips (Hercothrips phaseoli,

Frankliniella fortisima y F. occidentalis)

La magnitud del dafio causado por estos agentes etioldgicos en la planta depende
de la interaccion de la raza o genotipo del parédsito con el cultivar o genotipo del
hospedero y de las condiciones ambientales en la que se da la interaccion, ademas de otros
factores como son la edad y condicion fisiologica de la planta, la densidad de inoculo,
densidad de siembra, area del cultivo y estacion de crecimiento (Lepiz, 1986; Bell, 1991;

Jenkins, 1991; Sasser, 1991).

Dentro del germoplasma existente de frijol se ha encontrado resistencia contra sus
principales plagas y enfermedades que ha sido incorporada a través de los métodos de
seleccion e hibridacidon proporcionados por el mejoramiento genético a muchos cultivares
de frijol comun (Wyatt, 1980; Brauer, 1983; Martinez-Aleman, 1988a, b; Acosta-Gallegos
1993; Guzman-Plazola et al., 1995; Sing, 1995; Solano-Vidal, 1995; Lépiz-lldefonso,
1999).
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2.3. EFECTO DE N. aberrans EN LAS PLANTAS

2.3.1. ALTERACIONES EN LA FISIOLOGIA

El efecto de los nematodos fitopardsitos se manifiesta en la fisiologia y
bioquimica de la planta, aspectos que han sido muy bien estudiados en plantas atacadas por
los nematodos agalladores Meloidogyne spp. (Taylor y Sasser, 1983; Wilcox-Lee y Loria,
1987; Wallace, 1987)

Actualmente, el cuadro general que se tiene de la infeccion de plantas con
Meloidogyne sugiere que las raices agalladas cambian su metabolismo en el sentido de
una mayor produccion de proteinas y un menor transporte de reguladores de crecimiento y

otros compuestos al resto de la planta.

A la fecha son muy pocos los estudios que se han realizado sobre los efectos que N.
aberrans tiene en la fisiologia de las plantas que parasita, algunos de los cuales son:
mayor déficit de agua, reduccion de la conductancia estomatica, incremento de la

temperatura de la hoja y disminucion de la fotosintesis (Rojas et al., 1993)

Se ha encontrado que las hojas de plantas de chile infectadas con N. aberrans
tienen una fotosintesis neta mayor que las plantas sanas; sin embargo, muestran una
reduccion significativa de su biomasa de chile que sugiere que la tasa de fotosintesis total

de la planta infectada es menor que la de plantas no infectadas. (Zavaleta-Mejia et al.,

1995)

En plantas de chile se han reportado incrementos en los niveles de fenilalanina,
prolina, galactosa y proteinas después de la inoculacion con el nematodo (Hernandez

(1990).

La inoculacion de N. aberrans en jitomate produce una disminucion en los
contenidos de N, P y Ca en hojas y raices asi como reducciones en los contenidos de Mg,
B, Cu, Fe, Mn y Zn en las hojas; la disminucion de potasio fue la mas significativa

(Cristobal-Alejo et al., 2001Db).

Los sintomas externos al ataque de N. aberrans en frijol son similares a los
descritos en otros huéspedes, los cuales muestran una reduccion del crecimiento apical,
hojas clordticas con margenes enrrollados, marchitamiento y  disminucion de la

produccion de frutos y o semillas (Manzanilla-Lopez et al., 2002).
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2.3.2. EFECTOS SOBRE LA PRODUCTIVIDAD DEL FRIJOL

Los datos que se tienen sobre el efecto de N. aberrans sobre la produccion de frijol
han sido estimados de resultados de estudios enfocados sobre la determinacion de la gama
de hospederos (Zamudio et al., 1990), de muestreos realizados en campos agricolas con
frijol donde se han detectado plantas agalladas con N. aberrans (Velasquez-Valle, 2001),
de evaluacion de dafio (Toledo, 1990 y Hernandez, 2001).

En el cuadro 1 se senalan los cultivares en los que se ha reportado la presencia
natural o experimental de N. aberrans, y donde se observa que s6lo 15 cultivares han sido
confrontados o hallados con nematodos procedentes de 8 regiones geograficas, siendo la
las mas

poblacién de Tecamachalco, Puebla y la de tres municipios de Zacatecas,

estudiadas.
Cuadro 1. Reportes de agallamiento y reproduccion en diversos cultivares de frijol

confrontados natural o experimentalmente con poblaciones de N. aberrans de diferente
origen geografico

Cultivar Origen del nematodo | A | R Referencia
Amarillo Calpan Tecamachalco (Puebla) + + Silva-Jaramillo, 1989
(criollo) « «“ - - Hernandez, 2001
Zacatecas™ « « «
Bayo INIFAP Tecamachalco (Puebla) - - Hernandez, 2001
Zacatecas + + “ “ “
Bayo Macentral Tecamachalco (Puebla) - - Hernandez, 2001
Zacatecas ) ) « « «
Bayo (criollo) Ixmiquilpan (Hidalgo) + | + Hernandez, 1992
Black Valentine Tecamachalco (Puebla) + | + Zamudio et al., 1993
Canario 107 Tecamachalco (Puebla) + | + Silva-Jaramillo, 1989
Canario 1087 II Tecamachalco (Puebla) + | + Silva-Jaramillo, 1989
Flor de Mayo (criollo) Tecamachalco (Puebla) - - Hernandez, 2001
Zacatecas + | + Garcia-Camargo y Trejo, 1995 ;
Velasquez-Valle, 2001;
Hernandez, 2001
Flor de Mayo M38 Tecamachalco (Puebla) - - Hernandez, 2001
Zacatecas + | + “ “ “
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Flor de Junio (criollo)

Tecamachalco (Puebla)

Zacatecas

Hernandez, 2001

113 13 113

Garcia-Camargo y Trejo, 1995

Negro Puebla (criollo)

Tecamachalco (Puebla)

Tecamachalco (Puebla)

Zacatecas

Hernandez, 2001

Silva-Jaramillo, 1989
Hernandez, 2001

Negro San Luis

Tecamachalco (Puebla)

Hernandez, 2001

(criollo)

Cuautla (Morelos)
Chapingo (Edo. México)
Cholula (Puebla)

M. Ocampo (Guanajuato)
Tecamachalco (Puebla)

113 113

Zacatecas

(criollo) Zacatecas “ “ “
Negro Jamapa Ixmiquilpan (Hidalgo) Hernandez, 1992
Negro Querétaro Actopan (Hidalgo) Toledo, 1990, Toledo ef al, 1993

Toledo, 1990

Hernandez, 2001

113 113 13

Puebla 458

Tecamachalco (Puebla)

Silva-Jaramillo, 1989

Rio Grande (criollo)

Tecamachalco (Puebla)

Zacatecas

Hernandez, 2001
Garcia-Camargo y Trejo, 1995

Hernandez, 2001

*Comprende los municipios de Villa de Cos, Panuco y Pozo de Gamboa, la cita de Velasquez-Valle
involucra a los municipios de Calera y Enrique Estrada; A = Agallamiento, R = Reproduccion del

nematodo

Negro Querétaro fue el cultivar que mas veces se ha confrontado con poblaciones
de nematodos y ha mostrado ser huésped para las poblaciones de Cholula Puebla, y
Melchor Ocampo, Guanajuato (Toledo, 1990), asi como para las procedentes de Panuco,
Pozo de Gamboa y Villa de Cos, Zacatecas (Herndndez, 2001). Es de hacer notar que esta
variedad fue considerada por Toledo (1990) y Toledo et al. (1993) como parte del “juego

de hospederos diferenciales de Chapingo para determinar razas de Nacobbus aberrans”.
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De los estudios anteriormente mencionados se desprende que hay variacion en la
respuesta de diversos cultivares del frijol al nematodo, encontrandose genotipos resistentes
que pueden ser utilizados en programas de mejoramiento genético, asi como variacion en
el nematodo para parasitar al frijol, reforzando la hipotesis de la existencia de razas

fisioldgicas (Toledo ef al., 1993; Hernandez, 2001).

La disminuciéon en la produccion por N. aberrans en frijol fue cuantificada por
Silva-Jaramillo (1989) en 18 a 32% en el cv Negro Puebla y de 18 a 36% en el cv Canario
en campos infestados en Tecamachalco, Puebla, mientras que en condiciones de
invernadero pudo detectar diferencias estadisticas entre cultivares, pero no con los testigos
para peso seco foliar y radicular, asi como diferencias significativas entre algunos

cultivares para indice de agallamiento y poblacion final de nematodos.

Por su parte, Toledo (1990) realizo la caracterizacion patogénica de cinco
poblaciones de N. aberrans utilizando un grupo de 10 especies de plantas como
diferenciales y con las que distingui6d 3 posibles razas fisioldgicas del nematodo: la Na-1
que crece en tomate y acelga pero no en frijol; la Na-2 que crece en los tres hospederos y
la Na-3 que crece en frijol y acelga pero no en tomate; el estudio para evaluar el nivel de
dano de N. aberrans raza Na-3 usando seis distintos niveles de indculo mostré que el
indice de reproduccion del nematodo disminuyd progresivamente a medida que se
incremento el nivel de indculo inicial, mientras que el peso seco de follaje guardd una
relacion inversamente proporcional a la densidad de inoculo, y el indice de agallamiento

fue proporcional con el nivel de inoculo.

Zamudio et al. (1990) evaluaron el dano de N. aberrans en el frijol ejotero c.v.
Black Valentine y otras hortalizas comerciales y encontraron que en las plantas inoculadas
habia una reduccion significativa en la altura, peso fresco de follaje y peso fresco de raiz

con respecto a los testigos.

Garcia-Camargo y Trejo (1995) evaluaron el dafio causado por N. aberrans en los
cultivares de frijol Flor de Junio, Flor de Mayo criollo y Negro Zacatecas en dos fechas de
siembra una con suelo naturalmente infestado y otra con suelo esterilizado e inoculado con
el nematodo y observaron que en el primer caso habia una reduccion de diversos

parametros del rendimiento, siendo el cultivar Flor de Mayo criollo el mas afectado.

Hernandez (2001) estudio la respuesta de 10 genotipos de frijol a las poblaciones

Tecamachalco y Zacatecas de N. aberrans con diversos niveles de indculo. En los
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cultivares confrontados con la poblacion Tecamachalco no encontré crecimiento ni
reproduccién del nematodo, por lo que consider6 que esta poblacion no tiene como
hospedero preferente al frijol, mientras que en los confrontados con poblaciones de
Zacatecas encontrd agallamiento y reproduccion diferencial del nematodo que le
permitié clasificar a 4 cultivares como resistentes (Bayo Macentral, Amarillo Calpan,
Negro Sn. Luis, y Rio Grande), uno tolerante (cv Flor de Mayo M-38), y 5 susceptibles
(Negro Querétaro, Bayo INIFAP, Flor de Junio criollo, Negro Puebla y Flor de Mayo
criollo); en todos los cultivares susceptibles el factor de reproduccion estuvo directamente
relacionado con el nivel de inoculo inicial, con efecto del nematodo en el rendimiento,

altura de la planta, volimen de raiz, peso seco y nimero de vainas.

2.3.3. ALTERACIONES HISTOLOGICAS

N. aberrans forma un sincicio (estructura celular multinucleada) como sitio de
alimentacion, e induce la formacion de una agalla en las raices que parasita; la ontogenia
de estas estructuras se ha estudiado en algunas especies de plantas, tanto de cultivos
mayores como remolacha, papa, jitomate y chile (Schuster y Thorne, 1956; Schuster y
Sullivan, 1960; Lordello et al., 1961; Schuster et al., 1965; Prasad y Webster, 1967; Jones
y Payne, 1977; Castillo, 1982; Inserra et al., 1983; Castillo y Marban-Mendoza, 1984;
Jatala, 1985; Finetti, 1990; Jatala y Haddad, 1992) como en cultivos menores y herbaceas
silvestres (Santa-Cruz y Marban-Mendoza, 1986; Doucet, 1989; Caballero y Muioz, 1987;
Quimi, 1981a; Tovar et al, 1990; Aguilar, 1994) utilizando diversas técnicas y
considerando varios aspectos (Jatala y Haddad, 1992; Jones y Payne, 1977; Manzanilla-
Lopez, 1999).

Algunos de los estudios realizados han permitido establecer que el segundo estadio
juvenil (J,) del nematodo penetra por los dpices de crecimiento de las raices, e invade el
cortex intracelularmente cuando rompe las paredes y pasa a través de las células,
abriendo cavidades que en remolacha, se extienden desde el parénquima cortical hasta
cerca del cilindro vascular (Inserra ef al., 1983) donde establecen el sitio de alimentacion.
Quimi (1981a) por su parte ha observado que las cavidades estan ocupadas por los estadios
J3 y Js del nematodo y usualmente se encuentran limitados por necrosis. Castillo (1982) y
Castillo y Marban-Mendoza (1984) indican que estas mismas cavidades se hallan

presentes en raices de chile a 10 dias después de penetradas por el nematodo y se hallan
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bordeadas por células que muestran lisis, hipertrofia, necrosis, vacuolizaciébn y un

citoplasma denso con granulos de almidon y nucleos gigantes y deformes.

Se desconoce la manera como N. aberrans selecciona a las células que van a servir
como sitio de alimentacion, pero se ha observado que 65 dias después de la inoculacion de
la planta, las hembras se encuentran en la region cortical y vascular originando la

formacion del sincicio (Clark, 1967 y Quimi, 1981a).

El desarrollo del sincicio ocurre dentro del estele por digestion de paredes en los
campos punteados y por fusion de protoplastos vecinos. Una estimulacion de células
mitdticas (hiperplasia) ocurre antes de la incorporacion celular dentro del sincicio; hileras
de células en algunas regiones indican una activa division de células cambiales (Dropkin,

1969; Jones, 1981; Endo, 1987a, b.

La condicion multinucleada del sincicio, es alcanzada por amitosis, ya que se
observan nucledlos empaquetados concomitantemente con invaginaciones del nucleo
(Schuster et al., 1965). En los sincicitios inducidos por Nacobbus en Opuntia tortispina
Nutt y Kochia scoparia L. se encontraron nucleos empaquetados que sugieren que la
condicion multinucleada surge por amitosis mas que por polarizacion del nucleo (Schuster
et al., 1965). Finetti (1990) en papa y Doucet et al. (1994) en Spergula arvensis L.

encontraron algunas células multinucleadas junto a las células sinciciales.

El sincicio estd bien demarcado y aunque la identidad celular es mantenida, los
contenidos citoplasmicos se mueven entre las células del sincicio a través de orificios y
perforaciones en las paredes. En el area del sincicio ocurre diferenciacion de elementos
vasculares. Los elementos del xilema se desarrollan dentro de la masa de las pequeiias
capas de células, lejos del sincicio y también adyacentes a las células sinciciales.
Igualmente las células floematicas (semejantes a las venas menores en hojas) se
encuentran fuera del sincicio, aunque en ocasiones adyacentes a ¢l. Numerosas células de
la agalla se diferencian en elementos tipo criba, y numerosos plasmodesmos se encuentran

en los campos de las punteaduras de los elementos criba y las células sinciciales.

Las caracteristicas del sincicio de N. aberrans en algunos cultivos se muestran en el

cuadro 2.
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Cuadro 2. Principales caracteristicas del sincicio de N. aberrans en cultivos de

importancia econdmica

CULTIVAR

CARACTERISTICAS

AUTOR

Chile

De forma cordada, mayor a 7 mm de longitud,
desorganiza los vasos conductores; células con
nucleos grandes e irregulares. Con granulos de
almidon. Es inducido por hembras del cuarto
estadio juvenil o J; a los 30 dias después de la

penetracion

Castillo, 1982;
Mendoza, 1984.

Castillo y Marban-

Espinaca

De forma de medio sol su tamafio dependi6 del

cultivar  parasitado. Muestra hiperplasia e

hipertrofia de células con citoplasma denso y
nucleos y nucledlos grandes y formacion de

granulos de almidon.

Caballero y Mufioz, 1987

Papa

Fusiforme, cordado o irregular; de 2 a 8 mm, altera
fuertemente la organizacion del estele (cilindro
central); la continuidad es retenida poe el xilema y
el floema. Hay depositacion de silice en las células

del endodermo cercano a las células sinciciales

Finetti, 1990; Jatala y Hadad, 1993.

Remolacha

Dentro del cortex; liimitado por la endodermis o
por los elementos del xilema. Inducido por la
hembra vermiforme inmadura. Se forma por
disolucion gradual de paredes celulares y fusion de
formacion de granulos de

protoplastos. Hay

almidon dentro y fuera del sincicio

Schuster et al., 1964. Inserra et al., 1983.

Tomate

En tomate el sincicio es fusiforme con numerosas

mitocondrias y aparatos de Golgi. Células

hipertréficas con paredes engrosadas y nucleos y

nucléolos prominentes.

Aguilar, 1994; .Jones y Payne, 1977;
Ponce de Leon y Doucet, 1989; Prasad y

Webster, 1967

Hay similitud entre los sincicios inducidos por Nacobbus aberrans y los inducidos

por Heterodera spp.; sin embargo, los engrosamientos internos de la pared celular (tipicas

de células transfer) ocurre en células transformadas por Heterodera y en las células

gigantes inducidas por Melodogyne, pero no en los sincicios inducidos por Nacobbus

aberrans y Rotylenchulus sp. (Jones y Payne, 1977). La degradacion de las paredes es

causada por enzimas de origen desconocido; no se sabe si son de la planta o del nematodo,

ni qué controla o regula su produccion, estimulacién y direccion, ni la extension en que

otras partes de la pared son afectadas. Para quisticos y nematodos agalladores, las enzimas
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responsables del desarrollo de los crecimientos de la pared son de origen vegetal (Goellner

etal.,2001).

Paralelamente a la formacion del sitio de alimentacion, se forma la agalla. Las
agallas producidas por Nacobbus aberrans en papa, se distribuyen a lo largo del eje de la
raiz con lo cual adquiere la apariencia de un rosario y generalmente contienen una sola

hembra.

Los tubérculos de papas parasitados no muestran sintomas visibles pero al ser
cosechados muestran una consistencia esponjosa con algunas partes aplanadas y

suberizadas (Otazl et al., 1985, Canto-Saenz, 1992 citados por Manzanilla-Lopez, 2002).

En chile y tomate las agallas son mas elongadas y tienen mas de una hembra y los

productos de las plantas son mas pequenos.

Schuster y Sullivan (1960) y Schuster et al. (1965) reportaron que en la
remolacha, la agalla se forma por hipertrofia pero no por hiperplasia, y es estimulada por

los juveniles.

Castillo (1982) por su parte sefiala que en chile hay hipertrofia e hiperplasia del
periciclo y la endodermis, asi como dafio al sistema vascular asociado a las hembras del
estadio J,. Manzanilla-Lopez et al. (2002) sefialaron que el establecimiento del nematodo

estimulaba la mitosis del periciclo y la formacion de raices laterales en areas agalladas.

Citologicamente, en remolacha, chile y papa, las células muestran un citoplasma
denso, ntcleos y paredes hipertrofiados, hay formacién de granulos de almidén y lisis
celular (Schuster y Thorne, 1956; Schuster et al., 1965; Inserra et al., 1983; Castillo y
Marban-Mendoza, 1984; Jatala y Haddad, 1993b), cambios muy parecidos ocurren en
jitomate, Malva parviflora L., Chaenopodium murale L. y Portulaca oleracea L. (Aguilar,

1994).

La microscopia de barrido de la agalla ha mostrado que los espacios entre las
células del parénquima en el cortex de la agalla son muy grandes, lo que facilita el
intercambio de gases evitando asi una condicion anaerobia. Lordello er al. (1961)
mencionan que en las agallas de N. aberrans en papa, hay una parcial desorganizacion del
cilindro central de tal manera que el cambium producia parénquima en vez de elementos
conductores y se presentaban grupos aislados de paquetes vasculares que surgian del

cambium adventicio. Estos mismos autores encontraron que los grupos de células
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parenquimatosas hipertrofiadas (rellenas de citoplasma) carecian de vacuolas pero tenian

grandes ntcleos.

Se ha logrado determinar que existen diferencias entre sincicios y agallas formadas
por Nacobbus aberrans en las especies de plantas parasitadas, asi como en la magnitud del
dafio y de las lesiones que, por otra parte, estan relacionados con el estado de desarrollo

del nematodo asi como con el tipo de substrato donde crecia la planta durante la infeccion.

2.3.4. ALTERACIONES FITOQUIMICAS

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos de bajo peso molecular y
alta complejidad y diversidad estructural que intervienen en infinidad de interacciones
ecoldgicas asi como en los mecanismos de defensa de las plantas contra herbivoros y

patdgenos (Anaya-Lang, 2003).

Se conocen mas de 20,000 metabolitos secundarios que por sus caracteristicas
estructurales pueden agruparse en nitrogenados como son los alcaloides, aminoacidos no
protéicos, aminas, glucosidos cianogénicos, glucosinalatos, lectinas, y los no nitrogenados
donde se encuentran los terpenoides o isoprenoides, poliacetilenos, policétidos,
fenilpropanoides, flavonoides, isoflavonoides, taninos, stilbenos, furocoumarinas,
antracenos y saponinas. Dentro de cada uno de estos grupos hay compuestos que tienen
efecto toxico, inhibidor o deterrente sobre plagas y patogenos de las planta, algunos de

ellos se muestran en el cuadro 3.

Las leguminosas contienen muchos tipos de metabolitos secundarios que tienen la
capacidad de actuar como aleloquimicos; la simbiosis con bacterias fijadoras de nitrogeno
ha sido explotado en la produccion de metabolitos secundarios por las leguminosas,
particularmente en la subfamilia Papilionoideae, lo que les ha permitido utilizar
compuestos nitrogenados como alcaloides y aminoacidos no protéicos como metabolitos
bioactivos y valiosos en la defensa, sobre todo contra insectos y vertebrados herbivoros.
Otros compuestos que requieren de la existencia de las rutas sintéticas de aminoacidos, aun
cuando no incorporan nitrégeno en su estructura son los flavonoides y los isoflavonoides

(Waterman, 1994).

Cuadro 3. Efectos de algunos metabolitos sobre plagas y enfermedades de las plantas

GRUPO COMPUESTO EFECTO
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N-metilcitisina, anagirina, citisina Antiematodo
Nicotina, berberina, palmatina, Insecticida
sanguinarina

Alcaloides Lupanina, angustifolina, 13 Bactericidas

hidroxilupanina, gramina

Acidos clorogénico, fertlico y Antifingicos

ceféico
Naringenina Bactericidas
Fenilpropanoides Derivados  (lignina,  suberina, | Reforzamiento de
cutina) pared celular
Faseolina, faseolidina, Antifingicos
Isoflavonoides faseolinisoflavano, coumestrol,
kievitona

Mentol, risitina, lubimina, capsidiol | Antimicrobiano

Casbeno Antifungico
Terpenoides Cucurbitacina B Antinematodo
Citronela, poligodiol, piretrinaa Insecticida

Las leguminosas presentan diversos grupos de compuestos y son una de las fuentes
mas prolificas de flavonoides, y aunque algunos de ellos tienen efectos antimicrobianos
y antialimentarios para insectos, la mayoria tiene papeles ecoldgicos diferentes a la
defensa, contrariamente a algunas isoflavonas que en su caracter de fitoalexinas brindan
proteccion contra algunos patogenos (Harborne, 1984; Waterman, 1994; Besby et al,

2002).

Las fitoalexinas incluyen una amplia variedad de compuestos naturales que
involucran, ademas de los isoflavonoides ya mencionados a flavonoides,
dyhidroxifenentrenos, estilbenos, coumarinas, terpenoides, furanoacetilenos,
poliacetilenos, polienos (Bell, 1981) y generalmente son definidas como compuestos
antimicrobianos de bajo peso molecular que son acumulados en la planta después de su
exposicion a los microorganismos (Darvill y Albersheim, 1984) y han sido ampliamente
estudiados en diversos sistemas planta- patogeno (Ebel, 1986; Dixon, 1986; Kuc’, 1995,
Hammerschmidt, 1999).
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En frijol se han aislado 15 isoflavonoides diferentes y no todos tienen propiedades
antibidticas, aunque algunos son antifingicos y por lo tanto considerados como

fitoalexinas (Cuadro 3).

En cultivares mexicanos de frijol se ha encontrado que la faseolina alcanza niveles
significativos  después de 48 horas de la inoculacion con el hongo Colletotrichum
lindemuthianum raza kappa en cultivares resistentes al hongo, lo que no ocurrié en los
cultivares susceptibles, mientras que la acumulacion de faseolidina se observo desde las

primeras seis horas en ambos casos. (Soriano y Medina, 1989)

Para el caso de interacciones involucrando a nematodos, también se ha obsevado la
sintesis de fitoalexinas y de otros metabolitos secundarios durante el establecimiento de la
interaccion, tanto en plantas resistentes como en susceptibles, particularmente las que

involucran a soya con especies de Meloidogyne o Hetrodera glycines (Kaplan et al.

(1980a, b; Huang y Baker, 1991; Liu ef al. ,1992).

En soya se han encontrado diferencias en la concentracion promedio de seis
isoflavonoides (daidzina, genistina, malonil-daidzina, malonil-genistina, daidzeina y
genisteina) asociados con la respuesta incompatible a la raza 3 de Meloidogyne incognita
en tres fechas distintas de evaluacion, detectandose variaciones entre fechas y cultivares,
con diferencias significativas entre tratamientos hasta la tercer fecha que eran 10 dias
desptes de la inoculacion. En el cultivar susceptible no hubo mayor produccion de
isoflavonoides que en el resistente, el cual mostr6 mayor incorporacion de daidzeina y
genisteina a través de las tres fechas de estudio, lo que sugiere la posibilidad de usar la
acumulacion de estos isoflavonoides como marcadores en el proceso de seleccion de

genotipos de soya resistentes a Meloidogyne incognita (Carpentieri-Pipolo et al., 2005).

Los compuestos fendlicos son otros compuestos que aparecen y se acumulan en
los tejidos vegetales como una respuesta a la infeccion; muchos de ellos son considerados
por sus caracteristicas antibioticas, como fitoalexinas, mientras que otros estan implicados
en la formacion de substancias de reforzamiento de la pared celular, asi como
interventores en los estados iniciales de la respuesta hipersensible (Kosuge, 1969; Rohde,

1972; Nicholson y Hammerschmidt, 1992).

Algunos autores sostienen que muchos compuestos fendlicos se hallan presentes

en los tejidos vegetales en forma de glicosidos con baja actividad fisiologica y bioquimica
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que cuando son degradados por glicosidasas, como las presentes en la saliva de los

nematodos, pueden dar origen a fenoles libres fisiologicamente activos (Huang, 1985b).

Se han encontrado diferencias en la concentracion promedio de compuestos
fendlicos entre cultivares de tomate susceptibles y resistentes a Meloidogyne incognita
(Hung y Rohde, 1973; Singh y Choudhury, 1973) asi como de aumentos en la actividad de

la fenilalanina amonio liasa, enzima implicada en su sintesis (Huang, 1985b).

Los ejemplos citados, consideran la sintesis y acumulaciéon de metabolitos en la
planta después del establecimiento de la interaccién con el nematodo; sin embargo,
también existen otros que son sintetizados antes del establecimiento de la interaccion ya
que tienen efectos nemostaticos, evitan la orientacion o repelen a los juveniles, e impiden
la eclosion de los huevecillos, algunos ejemplos son los tertienilos de Tagetes spp. que son
toxicos contra varias especies de nematodos en ensayos in vitro, las cucurbitacinas del
pepino que actian como repelentes de nematodos de Meloidogyne incognita, o algunos
poliacetilenos isoméricos de Carthamus tinctorius con efecto nematicida contra
Aphelenchoides besseyi, y de otros mas que ha hecho considerar que los compuestos con
efectos antinematodos estdin muy extendidos en el mundo vegetal y que tienen muchas
posibilidades de ser utilizados en las estrategias de control de estos parasitos (Chitwood,

2002).
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2.4. RESISTENCIA CONTRA NEMATODOS FITOPARASITOS

En Nematologia Agricola, la resistencia se define como la capacidad de una
planta para retrasar, inhibir o evitar el desarrollo y reproduccion del nematodo (Rhode,
1972; Huang, 1985b), mientras que para Veech (1981) la resistencia es la ausencia o
inhibicion del desarrollo de enfermedad cuando la planta es confrontada con un agente
patogeno. La primera definicion se basa en términos reproductivos del nematodo y no
considera la magnitud del dafio causado por el nematodo en la produccién de la planta.
Para este ultimo aspecto se ha acufiado el término de tolerancia, que define a una planta
capaz de soportar grandes poblaciones del nematodo en sus raices sin decremento en su
productividad; este concepto se considera como independiente de la resistencia (Cook,

1974; Trudgill, 1991).

Dropkin (1989) y Canto-Saenz (1985) consideran que la interaccién planta
parasito es un sistema que debe tomar en cuenta la reproduccion del nematodo y el dafio
causado a la planta medido en disminucion de la produccion en términos

estadisticamente significativos.
Dropkin (1989) propone usar los términos:

Resistencia: cuando la planta deprime la reproduccién del nematodo y se

mantiene saludable.

Susceptibilidad: cuando la planta no evita la reproduccién del nematodo y

ademas experimenta dafio.

Tolerancia: cuando hay una buena reproducciéon del nematodo con poco dafio a

la planta.

Intolerancia: cuando las plantas no apoyan la reproduccion del nematodo y

ademas sufren daifio.

Canto-Saenz (1985) maneja el término hipersusceptible en vez de intolerante,
mientras que Trudgill (1991) menciona que usualmente la resistencia a nematodos no
protege a las plantas de dafo, es decir hay muchos genotipos resistentes que son
intolerantes; por ello este autor menciona que los términos que deben utilizarse son:
tolerante/no resistente, tolerante/resistente, intolerante/no resistente e

intolerante/resistente.
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Se considera que a nivel tisular o celular también se da una respuesta de la
planta, donde ni la reproduccion del nematodo ni el dafio provocado en la produccion
de la planta es medido; en tales casos es mas conveniente hablar de compatibilidad e
incompatibilidad que de susceptibilidad y resistencia respectivamente (Canto—Séaenz,

1985).

El término incompatible designa interacciones deletéreas al desarrollo del
nematodo que ocurren en plantas resistentes, y el término compatible identifica
interaciones favorables al desarrollo del nematodo en plantas susceptibles Kaplan y
Davis (1987). Dentro de las respuestas que se manifiestan en la incompatibilidad, la
mas extrema es la reaccion hipersensible que implica la rapida muerte de las células que
rodean al patogeno y su aislamiento por la depositacion de lignina o suberina en las
células adyacentes. En esta reaccion, el flujo de nutrientes cesa y se manifiesta la
sintesis de productos de diversa naturaleza, muchos de ellos téxicos, que conducen a la

muerte del patogeno.

Como ya se establecio con anterioridad (seccion 2.3.4) algunos de los productos
del metabolismo secundario de las plantas tienen efectos antinematodo y actiian en los
mecanismos de resistencia los cuales se clasifican, de acuerdo al momento en que
actian en el desarrollo de la interaccion planta-nematodo, en preinfectivos y

postinfectivos (Veech, 1981).

Los mecanismos de resistencia preinfectivos pueden disminuir la eclosion de los
huevecillos, alterar la percepcion y movimiento del nematodo, su penetracion en las
raices; los mecanismos postinfectivos por su parte, no solo tienen efectos
nematostaticos o nematicidas sino que también pueden afectar el desarrollo del sitio de
alimentacion y con ello el desarrollo del nematodo, y generalmente se asume que son
mas efectivos que los preinfectivos ya que se ha encontrado que las plantas resistentes

son penetradas por los nematodos al igual que las plantas susceptibles.

Herman et al. (1991) midieron la penetracion de los J, de Meloidogyne
incognita en cultivares de soya altamente resistentes, muy resistentes, resistentes y
susceptibles al nematodo; encontraron que a 4 ddi las raices de los cultivares altamente
resistentes tenian un menor niamero de J, que los otros cultivares y que en dias
posteriores disminuia en  72% como resultado de la salida de los nematodos los

cuales perdian la capacidad de infectiar nuevas raices; en las plantas muy resistentes,
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resistentes y susceptibles los porcentajes de abandono fueron de 63, 54 y 4 %
respectivamente, sin perdida de la capacidad infectiva de los juveniles recuperados. A
los 6 ddi se inici6 el desarrollo de los juveniles en todos los cultivares de soya
probados, principalmente en el cv susceptible. A 16 ddi las raices del cultivar
altamente resistente tenian 87, 74, 53% menos nematodos desarrollados que las de los

cultivares susceptible, resistente y muy resistente respectivamente.

Mojtahedi et al. (1995) estudiaron la penetracion y desarrollo de Meloidogyine
chitwoodi en clones de un hibrido somatico interespecifico de papa y sus parentales
(Solanum bulbocastearum, resistente y S. tuberosum, susceptible al nematodo). Una
semana después de inoculados, solo 0.04, 0.4 y 2 % del indculo inicial habia penetrado
al hibrido somatico y a los parentales resistente y susceptible; después de ocho semanas
el nimero de nematodos presentes en las raices del hibrido, del clon resistente y del
susceptible habia aumentado a 0.3, 1.5 y 21 % respectivamente. Los nematodos en las
raices de los clones resistentes mostraron un retraso del desarrollo, una redusccién en el
nimero de sitios de alimentaciéon formados (s6lo 50 % los nematodos infectivos
establecieron sitios de alimentacidon) y una menor reproduccion con respecto a los
ubicados en el parental susceptible, ademas que la tincion de las raices con fucsina
acida reveld una reaccion necrotica alrededor de los nematodos en el clon resistente y

el hibrido, que no se manifesté en S. tuberosum.

Potenza ef al. (1996) estudiaron el comportamiento de los J.de M. incognita y
la respuesta de plantulas de 10 dias de geminadas de un cultivar resistente y otro
susceptible de alfalfa. Encontraron que en ambos casos los nematodos penetraban en
igual magnitud pero 72 horas después los juveniles se encontraban en gran nimero en
el cilindro vascular del cultivar susceptible mientras que en el resistente no penetraban
a esta region y se mantenian agrupados en el apice de la raiz. En el cultivar susceptible
el desarrollo del nematodo fue normal, mientras que en el resistente los J, desarrollados

aparecieron hasta 7 dias después.

La electroforesis 2D en SDS-PAGE de productos traducidos in vitro de ARN
aislado de las raices de alfalfa susceptibles y resistentes mostraron diferencias altas
entre los patrones de bandas de plantas inoculadas y no inoculadas del cultivar
susceptible a 72 horas después de la inoculacion; algunas bandas aparecieron por
primera vez en las raices inoculadas, mientras que otras aumentaron o disminuyeron

su intensidad a 24 horas desptes de la inoculacion. Las plantas resistentes mostraron
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pocas diferencias entre tratamientos; la comparacion de los perfiles electroforéticos
entre productos de raices de ambos cultivares mostrd similitud a las 72 horas habiendo
un producto de 45 KDa presente en ambos cultivares aunque en mayor concentracion
en el cultivar resistente; esta parte de su investigacion también fue realizada
comparando las raices de plantas heridas mecanicamente con raices de plantas
inoculadas y los resultados mostraron productos especificos que aumentaron en

plantas infectadas (Potenza et al., 1996).

Pedrosa et al. (1996b) estudiaron la penetracion, desarrollo postinfectivo,
reproduccion y fecundidad de las razas 1y 2 de Meloidogyne arenaria en plantulas de
soya susceptibles (cv CNS), parcialmente resistentes (cv Jackson) y altamente
resistentes (P1 200538 y PI 230977); a 10 ddi se encontrd que 56 y 99 — 100% de los J»
de la raza 1 presentes en las raiices eran vermiformes o sexualmente indiferenciados en
el cultivar CNS y en los genotipos resistentes respectivamente; en contraste, solo 2, 42,
44y 62% de juveniles de raza 2 no habian iniciado el desarrollo en CNS, Jackson,
P1200538 y PI 230977 respectivamente. A 20 ddide 88 a 100% de nematodos de la raza
2 en las raices de todos los genotipos eran hembras mientras que 25y 1% de raza 1
eran hembras en CNS y los genotipos resistentes. En los cuatro genotipos la raza 1
produjo de 85 a 96% menos huevecillos por sistema de raiz a 45 ddi que la raza 2, no

obstante que esta raza produjo mas huevecillos en CNS que en otros genotipos.

Omwega ef al. (1988) y Omwega y Roberts (1992) estudiaron la base genética
de la resistencia a especies de Meloidogyne en frijol comln, y encontraron la existencia
de dos sistemas genéticos distintos. El sistema genético 1 confiere resistencia contra las
razas 2, 3 y 4 y algunas poblaciones de la raza 1 de Meloidogyne incognita y es
controlada por la interaccion de dos o mas genes recesivos independientes (presente en
el cv Nemasnap) o por un gen dominante y un recesivo (presente en la introduccion PI
165426); el sistema genético 2 se encontrd en las introducciones mexicanas G2618 y
G1805, y confiere resistencia contra laraza 1 de M. incognita, M. javanica y las razas 1
y 2 de M. arenaria. La resistencia en este sistema es controlado por un solo gen

dominante.

Sydenham et al. (1996) estudiaron el efecto de los sistemas genéticos
mencionados anteriormente en el estado de desarrollo de Meloidogyne spp.
cuantificando el nimero de vermiformes, vermiformes engrosados, hembras globosas y

hembras ponedoras de huevecillos por sistema de raiz de M. incognita raza 2 'y M.
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arenaria raza 1 utilizando a plantulas de cv Nemasnap, G 1805 y al cv Black
Valentine como control susceptible. Para el sistema genético 1 se encontraron que a
mas de 7 ddi no hubo diferencias significativas en el nimero de J, que penetraron las
raices de Black Valentine y Nemasnap; sin embargo, estas diferencias se hicieron
evidentes tiempo mas tarde en el cultivar susceptible; el nivel de desarrollo de M.
incognita fue mayor en el cv susceptible con un tiempo de desarrollo mas rapido que en
el resistente; el numero de huevecillos producidos fue significativamente menor en el

cultivar resistente.

Para el sistema genético 2 encontraron que el nimero total de nematodos de M.
arenaria fue mayor en Black Valentine que en G1805 a partir de 14 ddi, con estados
de desarrollo mas avanzados que aparecieron mas pronto y en mayor numero en el
cultivar susceptible que en el resistente, el nimero de nematodos que alcanzaron el
estado adulto en G1805 fue significativamente menor que en el cultivar susceptible,
igualmente sucedié con la produccion de huevecillos. Los autores concluyen que la
resistencia contra M. incognita raza 2 'y M. arenaria raza 2 en germoplasma de frijol
que contienen los sistemas genéticos 1 y 2 respectivamente se manifiesta como un
decaimiento en el desarrollo del nematodo mas que por penetracion diferencial

comparada con las plantas susceptibles.

Pedrosa et al. (1996 A) observaron la respuesta celular de dos genotipos resistentes (cv
Jackson y PI 200538) y un susceptible (CNS) de soya infectados con M. arenaria razas 1y
2. Pruebas de campo previas demostraron que ambas razas crecen bien en el cultivar CNS y en
menor extension sobre Jackson y PI 200538. El estudio celular fue realizado en raices de
plantulas inoculadas con 2000 J, y preparadas para cortes histologicos a 20 ddi en donde
encontraron una mayor diferencia en el desarrollo de las células gigantes entre razas que entre
genotipos. M. arenaria raza 1 estimulod la formacion de células mas pequeiias y poco
desarrolladas en contraste con las formadas por la raza 2 que fueron bien desarrolladas, con
paredes engrosadas y multinucleadas. El nimero de nucleos por célula gigante fue menor en
las células gigantes inducidas por la raza 1. Las diferencias observadas en las células gigantes
estuvieron relacionadas con las reportadas para crecimiento y maduracion de M. arenaria raza
1 y 2 infectando esos mismos genotipos. Los autores consideraron la posibilidad de que el
pequeiio tamaino de los sitios de alimentacion inducidos por la raza 1 disminuye la cantidad
y/o calidad de nutrientes que el patégeno pudiera obtener, lo que resulta en un decremento en la

tasa de desarrollo y potencial reproductivo de laraza 1 en estos genotipos de soya
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III. MATERIAL Y METODO

3.1. ORIGEN DEL MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. El nematodo

El inoculo de N. aberrans fue proporcionado por el Laboratorio de Nematologia
Agricola del Departamento de Parasitologia de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas
del Instituto Politécnico Nacional (ENCB-IPN), donde se mantienen desde hace varios
afios, diversas poblaciones del nematodo procedentes de diferentes regiones geograficas;
estas poblaciones se mantienen creciendo en jitomate (Lycopersicon esculentum Mill. cv

Rio Grande) y Chenopodium sp. en condiciones de invernadero.

Los origenes geograficos de las poblaciones utilizadas fueron Chapingo, Edo.
Meéxico y Tecamachalco, Puebla. A la primera poblacion se le incorpord material fresco
procedente de su lugar de origen mientras que la poblacion Tecamachalco no fue posible

ubicarla en los lugares donde se colectd por primera vez.

Las poblaciones fueron seleccionadas de acuerdo a referencias bibliograficas que
sefialan que la poblacion Chapingo no puede reproducirse en frijol (Toledo, 1990, Toledo
et al, 1993) mientras que la poblacion Tecamachalco si lo hace (Silva-Jaramillo, 1989)

aunque algunos autores sefialan que esta poblacion no tiene como hospedante al frijol.

3.1.2. El huésped.

Se consideraron los cultivares Azufrado, Flor de Mayo, Negro Jamapa, Negro
Ejotero, Negro Querétaro y Canario; los tres primeros fueron semillas certificadas
proporcionadas  por la PRONASE y las restantes, compradas a productores o
distribuidores. A excepcion del cv Negro Ejotero, el tipo de crecimiento al que pertenecen

los demas cultivares es de tipo II1.

La eleccion de los cultivares se realiz0 en base a sus antecedentes en
confrontaciones con las poblaciones de N. aberrans empleadas en este estudio (ver cuadro
1) que indican que el cv Canario es susceptible a la poblacion Tecamachalco
contrariamente al cv Negro Querétaro que no es atacado por ninguna de la dos

poblaciones.
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3.2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Por razones técnicas de espacio, tiempo, disponibilidad de semilla, manejo y tipo
de inoculo, el estudio propuesto se realizo a través de experimentos independientes, cada
uno con su propio disefio experimental y de acuerdo a cada uno de los objetivos

planteados. Los estudios experimentales fueron:

1.- Cambios histoldgicos en las raices de dos cultivares de frijol (cv Canario y cv
Negro Querétaro) inoculados con dos poblaciones de N. aberrans (poblaciones

Tecamachalco y Chapingo).

2.- Cambios quimicos en las raices de dos cultivares de frijol (cv Azufrado y Negro

Querétaro) inoculados con la poblacion Chapingo de N. aberrans.

3.- Cambios quimicos en las raices de dos cultivares de frijol (cv Canario y Negro

Querétaro) inoculados con N. aberrans poblacion Tecamachalco.

También se midid, con la finalidad de confirmar el comportamiento de los

materiales seleccionados para este estudio la:

4.- Reproduccion y penetracion de N. aberrans poblacion Chapingo en seis
cultivares de frijol (cv Azufrado, cv Canario, cv Ejotero, cv Flor de Mayo, cv Negro

Jamapa y cv Negro Querétaro).

5.- Reproduccion de N. aberrans poblacion Tecamachalco en dos cultivares de

frijol (cv Canario y cv Negro Querétaro)

3.3. OBTENCION DE INOCULO E INOCULACION

En los diversos exerimentos se emplearon dos tipos de indculo: huevecillos o

juveniles segundo estadio (J»).

La obtencion de los huevecillos se realiz6 mediante la técnica de McClure
(Apéndice 1) aplicada a raices de plantas de jitomate y/o quenopodio infectadas y

mantenidas en el invernadero, preparandose posteriormente las dosis a usar.

Para la obtencion de juveniles se procedio de la siguiente manera: tamices de 50
mallas  cubiertas con tela pellon o papel facial fueron colocados sobre charolas
conteniendo agua hasta el tope, cuidando que el nivel del agua cubriera en mas de un

centimetro al papel facial y a una temperatura de 22-25 °C. Los huevecillos fueron
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colocados sobre el papel y los juveniles recién eclosionados fueron recuperados en la
charola. Por diez dias se hizo la recoleccion de los juveniles hasta obtener el nimero

requerido en las dosis empleadas.

Los huevecillos fueron inoculados inmediatamente después de obtenidos, en
cambio los juveniles se mantuvieron en refrigeracion hasta completar el nimero fijado para
las dosis empleadas; este procedimiento fue empleado por Hernandez (2001) y se

desconoce sus efectos sobre la capacidad infectiva del nematodo.

El in6culo fue depositado en un surco de un centimetro de profundidad que se
abrio en el suelo, alrededor de la base del tallo de la planta. Las plantas fueron mantenidas
en el invernadero del laboratorio de Nematologia Agricola del Depto. de Parasitologia de

la ENCB-IPN bajo la supervision del Dr. Alejandro Tovar Soto.

Excepto el experimento 2 y la parte de peneteracion del experimento 4, donde se
emplearon juveniles segundo estadio como inodculo, los experimentos restantes usaron
huevecillos como indculo. La razéon que se prefiriera usar este tipo de inoculo se debid
principalmente a los bajos indices de eclosion de los huevecillos y a las altas cantidades de
inoculo que se requiere para la realizacion de estos estudios, aunado al desconocimiento
que se tiene de muchos aspectos de las condiciones ambientales que afectan el ciclo de

vida del nematodo y que lo obligan a detener su desarrollo.
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3.4. Experimento 1

CAMBIOS HISTOLOGICOS EN RAICES DE DOS CULTIVARES DE FRIJOL
PARASITADOS POR DOS POBLACIONES DE N. aberrans

Estas determinaciones se realizaron sobre los cultivares Canario y Negro Querétaro
confrontados separadamente con las poblaciones Chapingo y Tecamachalco de M.

aberrans.

Nueve plantas de cada cultivar de veinticinco dias de germinadas fueron inoculadas
con 15 mil huevecillos por separado de cada poblacion del nematodo, un nimero igual de
plantas estuvieron libre de indculo y sirvieron como controles. Las plantas fueron
mantenidas en invernadero a 25-30 °C. El montaje experimental duré de Mayo a Agosto de
2006, periodo en el que se realizaron trabajos continuos de riego y control de plagas cada
tercer dia. Tres plantas de cada tratamiento y sus controles fueron desenterradas a los 15,
45 y 90 dias después de la inoculacion (ddi). Las raices fueron separadas del tallo, lavadas
con abundante agua corriente, fijadas en formol: dcido acético: alcohol etilico 96% (FAA)

y enviadas al laboratorio para el estudio histologico.

La preparacion para corte histologico se realizé sobre estos materiales y de manera
adicional y complementaria en raices y agallas del cv Canario provenientes del estudio de

reproduccion (experimento 5) procediéndose de la siguiente manera:

Las raices se sacaron del fijador y se lavaron profusamente con agua corriente por
minimo una hora. Una parte de las raices de las plantas experimentales fueron tefiidas con
fucsina acida (Apéndice 2) con el fin de detectar a los nematodos en su interior; las raices

de las plantas control no pasaron por este proceso de tincion.

De raices infectadas se disectaron nematodos para la observacion de su estado de
desarrollo en cada fecha, y se montaron en glicerina segun procedimiento de Senhorst,

1959 y De la Jara et al., 1994 (Apéndice 4).

Las raices parasitadas con el nematodo fueron separadas y cortadas en trozos de 1-
2 mm de longitud que contenian al nematodo, y fueron embebidas en Tissue-Tek o.c.t
(10.24% w/w de alcohol polivinilico, 4.26% w/w de polietilen glicol y 85.50% w/w de
ingredientes no reactivos), para lo cual se coloc6 sobre una hoja de papel aluminio dos
pequefias escuadras rectas del mismo material de 2 x 1 cm de longitud de cada lado, de tal
manera que formaran una pequeia caja dentro de la cual se extendio una pequefia cantidad

del polimero, el dispositivo asi formado se meti6 a la cabina previamente enfriada de un
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criostato Microm HMS505N facilitado por la QBP Esther Uria Galicia del Laboratorio de
Histologia del Departamento de Morfologia de la ENCB-IPN.

Una vez enfriado el Tissue-Tek, las raices se colocaron en la direccion y
orientaciéon apropiada para cortes transversales y longitudinales y se cubrid con mas
polimero, dejandose enfriar hasta que el endurecimiento fuera total; posteriormente se
retiraron las escuadras y el papel aluminio, y el bloque resultante se montd sobre las
platinas del cridstato para la realizacion de los cortes a -30 °C y con un grosor de 10pum los
cuales fueron transferirlos con la ayuda de una pequefia espatula fria, a portaobjetos
limpios, desengrasados y secos, previamente bafiados en una solucion de gelatina Difco al

2%.

Finalmente los portaobjetos conteniendo los cortes se sacaron del cridstato y se

guardaron a temperatura ambiente libre de polvo.

La tincion de los cortes se realizd por la técnica de Fucsina bésica -verde rapido
(Zielh Nielsen) y montados en resina sintética; adicionalmente y con fines comparativos,
cortes de material correspondiente a la segunda fecha (45 ddi) y de agallas fueron tefiidos

por la técnica cuadruple de Johansen y montados de igual manera (Apéndices 5 y 6).
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3.5. Experimento 2

CAMBIOS QUIMICOS EN RAICES DE DOS CULTIVARES DE FRIJOL
INOCULADOS CON N. aberrans POBLACION CHAPINGO

En este estudio los cultivares Azufrado y Negro Querétaro fueron confrontados
con la poblacion Chapingo de N. aberrans. Como se sehald con anterioridad, esta
poblacién no crece en el cv Negro Querétaro mientras que para el cv Azufrado no hay

reportes que indiquen que haya sido confrontado con esta u otra poblacion (cuadro 1).

Semillas de cada cultivar fueron sembradas en macetas conteniendo 2 kg de suelo
esterilizado por calor; ocho dias después de la germinacion las plantas fueron reducidas a

una planta por maceta.

Nueve plantas de cada cultivar fueron inoculadas con 2000 juveniles de segundo
estadio de N. aberrans poblacion Chapingo obtenidos e inoculados segun procedimiento
ya detallado en el apartado 3.3., manteniéndose un nimero similar de plantas sin inocular

como control.

La inoculacion fue realizada a los 15 dias despues de germinadas las plantas las
cuales fueron mantenidas en condiciones de invernadero a 25-30 °C en una distribucion
completamente al azar. Cada cultivar con o sin in6culo fueron considerados un tratamiento.
El experimento fue montado durante los meses de Mayo - Agosto de 2005 que corresponde

al ciclo agricola primavera — verano.

Tres plantas de cada tratamiento fueron desenraizadas a 15, 30 y 60 ddi, y las
raices fueron lavadas profusamente con agua corriente y separadas del tallo. Algunas raices
de este material fueron tefiidas por la técnica de fucsina 4cida (Apéndice 2) para

corroborar la infeccion.

Las raices se colocaron sobre papel de estrasa donde se dejaron secar a
temperatura ambiente por una semana antes de ser enviadas al estudio Fitoquimico los
cuales se realizaron en el Laboratorio de Quimica de la Facultad de Ciencias de la UNAM
bajo supervision de la Q.A. Verdnica Mufioz Ocotero y de la Dra. Ma. Cristina Pérez

Amador siguiendo el procedimiento que a continuacion se detalla.

Las raices de cada tratamiento fueron pesadas y molidas hasta ser reducidas a un
polvo fino que se colectd en tubos de ensaye donde se realizo la extraccion consecutiva de

compuestos mediante el uso de disolventes de diferente polaridad. Los disolventes fueron
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empleados en grado ascendente de polaridad: hexano, acetato de etilo y metanol. Se
realizaron dos extracciones en cada disolvente, con duracion de 24 hs cada uno, y se
calcularon los rendimientos de extracto obtenido. El procedimiento empleado se puede

revisar en el Apéndice 8.

Una vez obtenido los extractos y los rendimientos se determind la fase movil mas
adecuada para la separacion de compuestos por cromatografia en capa fina de cada uno de
los tratamientos estudiados, para lo cual se prepararon diferentes combinaciones de
disolventes (Apéndices 9 y 10), con los que se realizaron pequefios corrimientos
cromatograficos en pruebas presuntivas empleando los extractos de la primera fecha de los
controles; estas pruebas sefialaron que las fases moviles mas adecuadas fueron las mezclas
hexano : acetato de etilo (6.5 : 3.5), acetato de etilo : cloroformo : metanol (7 : 2 : 1)y
butanol : 4cido acético : agua (4 : 1 : 7) para los extractos de hexano, acetato de etilo y

metanol respectivamente.

El corrimiento cromatografico se realiz6 en camaras verticales de vidrio de 30 x 27

con 50 mldela fase movil determinada para cada caso.

La cromatografia fue desarrollada en placas de vidrio para cromatografia en silica
gel 60F,ss Merck de 20 x 10 cm con aplicaciones de volumenes de muestra equivalentes a
60 pg de los extractos de los tratamientos de la poblacion Chapingo y Tecamachalco
respectivamente. La aplicacion de las muestras en la placa fue realizada de manera

automatica con aplicador CAMAG Automatic TLC sampler 4.

Después del desarrollo cromatografico, las placas fueron observadas con luz
ultravioleta a 254 y 365 nm en un gabinete SPECTROLINE modelo cx-20 para ubicar el
perfil cromatografico, marcando las bandas que pudieron visualizarse. Posteriormente las
placas fueron asperjadas con una soluciéon de Sulfato Cérico en acido sulfurico y
colocadas en una plancha CIMAREC BARNSTEAD/THERMOLYNE a 95°C hasta la
clara revelacion de bandas, las cuales fueron nuevamente marcadas y comparadas con las
anteriormente observadas en el gabinete. Se tomaron fotografias para cada una de las
observaciones y sobre ellas se calcularon los factores de corrimiento (Rf) para cada una de

ellas.
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3.6. Experimento 3

CAMBIOS QUIMICOS EN RAICES DE DOS CULTIVARES DE FRIJOL
INOCULADOS CON N. aberrans POBLACION TECAMACHALCO

Se confronto a la poblacién Tecamachalco del nematodo con los cultivares Canario
y Negro Querétaro cuyas reacciones con esta poblacion ya han sido resefiadas (cuadro 1y

experimento 1).

Para este estudio se sigui6 un procedimiento similar al del experimento 1 excepto
que por razones de disponibilidad de semilla el cv Azufrado fue substituido por el cv
Canario y las plantas fueron inoculadas a los 30 dias de germinadas con 15,000
huevecillos, con fechas de evaluacion a los 15, 45 y 90 ddi. El establecimiento de las
unidades experimentales se realizd durante Mayo — Agosto de 2006 bajo condiciones de

invernadero, realizdndose cada tercer dia las labores de riego y control de plagas.

La preparacion del material para el estudio fitoquimico y la obtencion de los
extractos se realizd como en el experimento 2. Para el desarrollo cromatografico se
determinaron como fases moéviles las combinaciones hexano : acetato de etilo (5.3 : 4.7)
para el extracto hexanico, acetato : hexano (8 : 2) para el extracto de acetato de etilo, y

butanol : &cido acético : agua (4 : 1.1:7) para el extracto con metanol (Apéndice 11).

La cromatografia fue desarrollada en placas de aluminio para cromatografia en

silica gel 60F,ss Merck de 10 x 10 cm con aplicacion manual de volimenes de muestra de

800 M g de los extractos; el corrimiento cromatografico se realiz6 en camaras verticales

de vidrio de 12.5 x 14.5 cm, con 30 ml de la fase mévil determinada para cada caso.

Las observacidénes y revelado de las placas se realiz6 igual a como ya se

menciono.
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3.7. Experimento 4

REPRODUCCION DE N. aberrans POBLACION CHAPINGO EN DIVERSOS

CULTIVARES DE FRIJOL

Semillas de cultivares de frijol Azufrado, Canario, Flor de Mayo, Negro Ejotero,
Negro Querétaro y Negro Jamapa fueron puestas a germinar directamente en macetas
conteniendo 2.5 kg de suelo esterilizado por calor; se eligieron estos cultivares porque a
excepcion del cv Negro Querétaro no hay reportes que indiquen hayan sido confrontado

con el nematodo (cuadro 1).

A los ocho dias de germinadas, las plantas fueron reducidas a una por maceta, y una
semana mas tarde tres plantas de cada cultivar fueron inoculadas como ya se indico
(Apartado 3.3 de materiales y método), con 4000 huevecillos de N. aberrans poblacion
Chapingo. Las plantas fueron mantenidas bajo condiciones de invernadero a una
temperatura de 22 a 25 °C en un disefio experimental simple completamente al azar con 6

tratamientos (los cultivares) y 3 repeticiones.

El experimento fue implementado en los meses de Julio a Noviembre de 2004, que

corresponden en condiciones de campo al ciclo agricola otofo-invierno.

Ciento cinco ddi (el ciclo bioldgico del frijol es de aproximadamente 120 dias), las
plantas fueron retiradas, las raices separadas del tallo, lavadas con agua corriente, pesadas
y contabilizado el nimero de agallas producidas por el nematodo para calcular el indice de

agallamiento que es el cociente entre el numero de agallas y peso de raiz.

Posteriormente se tomaron raices al azar para tefirlas con fucsina acida (Apéndice
2) y se cuantificaron los nematodos presentes que no alcanzaron el estado adulto en los
tejidos de la raiz de la planta. Las raices posteriormente fueron aclaradas y montadas en

resina, segun la técnica establecida para tal proposito que se muestran en el Apéndice 3.

Finalmente se realiz6 el aislamiento de huevecillos por la técnica de McClure
(Apéndice 1) y se calculo el factor de reproduccion F que es el cociente del tamafio de la
poblacion final (nimero de huevecillos recuperados) entre el tamaifio de la poblacion inicial
de nematodos (tamafio de indculo), y que proporciona un indicador del grado de
resistencia o susceptibilidad que una planta tiene. Si F = 1, se dice que la planta o cultivar
es mantenedora de la poblacion; si F > 1, la planta o cultivar es susceptible e incrementa el

tamano de la poblacién del nematodo; si F < 1 la planta o cultivar se considera que
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muestra resistencia y disminuye el tamafio de la poblacion del nematodo (Canto-Séenz,

1985).

Paralelo al establecimiento del ensayo de reproduccion de la poblacion Chapingo
en frijol se implementd otro ensayo para determinar el grado de penetracion del parasito
de esta misma poblacion en los mismos cultivares de frijol con la finalidad de conocer si la
entrada a la raiz de los primeros nematodos afecta la entrada de los subsiguientes, para lo

cual se procedi6 de la siguiente manera:

Las semillas de los seis cultivares de frijol fueron puestas a germinar directamente
en macetas conteniendo 2.5 kg de suelo esterilizado y después de germinadas las plantas

fueron aclareadas a una por maceta.

Seis plantas de cada cultivar fueron inoculadas a los 15 dias después de
germinadas con 2000 J,, tres de las cuales fueron desenraizadas 48 horas (2 dias) después
de inoculadas y otras tres a las 72 horas (3 dias); las repeticiones se manejaron por

separado.

Las unidades experimentales se mantuvieron en condiciones de invernadero en un
disefio factorial aleatorio con 12 tratamientos (cultivares x fecha de observacion) y tres

repeticiones.

Inmmediatamente después de desenraizadas, las raices de las plantas fueron lavadas
con agua corriente hasta eliminar los residuos de suelo, cortadas y colocadas en fijador

FAA (Alcohol etilico 96%: formol: 4cido acético) y llevadas al laboratorio.

Después de 48 horas las raices fueron cortadas en trozos mas pequeios, lavadas
para eliminar el fijador y tefiidas con fucsina acida, segiin modificaciones al procedimiento
sugerido para tal efecto (Apéndice 2), para visualizar y contabilizar bajo microscopio

estereoscopico el nimero de nematodos presentes por sistema de raiz

Se seleccionaron y prepararon algunas raices parasitadas para ser montadas en

laminillas (Apéndice 3).

Con los resultados numéricos obtenidos en cada uno de los ensayos experimentales
se calcularon los parametros estadisticos basicos y los analisis de varianza, las pruebas de

diferencia de medias por el método de Duncan, y los andlisis de regresion entre variables.

El analisis estadistico se realizo por separado para cada experimento y fue realizado

utilizando el programa de computo STATGRAPHICS Plus version 5.1
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3.8. Experimento 5
REPRODUCCION DE N. aberrans POBLACION TECAMACHALCO EN DOS

CULTIVARES DE FRIJOL

En esta parte se confrontaron los cultivares Canario y Negro Querétaro con el
nematodo en cuestion procedente de Tecamachalco, Puebla. Las referencias
bibliograficas sefialan a estos cultivares como susceptible y resistente respectivamente
a la poblacion Tecamachalco (cuadro 1). El procedimiento seguido fue similar al
sefialado para el experimento 4 pero con un nivel de indculo de 15000 huevecillos en
plantas de 30 dias de germinadas, la evaluacion de los parametros se realizd de igual
modo. El disefio experimental empleado fue uno simple completamente al azar con dos
tratamientos y tres repeticiones. El experimento fue montado en los meses de Mayo a
Agosto de 2006 que en condiciones de campo corresponden a los meses en que se
siembra frijol durante el ciclo agricola primavera - verano, y fue mantenido en

condiciones de invernadero a 25-30 °C.

En ambos casos, después del conteo de agallas y antes de la elaboracion del
McClure, se midid el peso fresco de raiz y se tomaron muestras al azar para tefiirlas
con fucsina 4cida (apéndice 2) para la observacion y cuantificacion de nematodos
presentes que no alcanzaron el estado adulto en los tejidos de la raiz de la planta. Las
raices posteriormente fueron aclaradas y montadas en resina, segin la técnica
establecida para tal proposito (De la Jara et al, 1994) y que se muestran en el

Apéndice 3.

Con los resultados numéricos obtenidos se calcularon los parametros estadisticos
basicos y los analisis de varianza, las pruebas de diferencia de medias por el método de
Duncan, y los analisis de regresion entre variables utilizando el programa de computo

STATGRAPHICS Plus version 5.1
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Experimento 1. CAMBIOS HISTOLOGICOS EN RAICES DE DOS
CULTIVARES DE FRIJOL PARASITADOS POR DOS POBLACIONES DE N.

aberrans

a) Anatomia de la raiz de frijol

Con la finalidad de ubicar topologicamente al nematodo en la raiz y las alteraciones
que causo en los sitios donde se ubico, se hace una descripcién de las observaciones

realizadas en los materiales que sirvieron como testigos en el presente estudio.

La raiz del frijol presentd la zonacion caracteristica de la mayoria de las plantas
vasculares y que son: zona meristematica o de division celular, zona de elongacion o
alargamiento celular, zona de absorcion o de diferenciacion de tejidos y zona de
maduracion o de tejidos secundarios (Halfacre y Barden, 1992).

No hubo diferencias evidentes en la disposicion de tejidos entre los cultivares
Negro Querétaro y Canario y mostraron ser similares a los descritos en Phaseolus
coccineus por Yépez—Basurto (1977); en la figura 11 se muestran las caracteristicas
histologicas de cada una de las zonas de la raiz de esta planta.

La zona meristematica se encontrd cubierta por una cofia de células vivas
isodiamétricas que tifien fuertemente con fucsina, con grandes nucleos y dispuestas de
manera concentrica alrededor del promeristemo (fig 1 A) el cual mostré ser un macizo de
células pequefias con paredes delgadas, en continua division y con gran actividad nuclear,

como lo sefiald el hecho que los nucleos tifieran fuertemente de rojo.

En la zona de elongacion se observd una protodermis formada por una capa de
células pequefias monoestratificada con paredes delgadas, e igualmente un meristemo con
células isodiamétricas de mayor tamafio y con paredes primarias delgadas, con nucleos
que van dejando gradualmente de ser tan evidentes y son ligeramente rosados. En el centro
de esta region se visualiz6 el procambium vascular como un macizo de células nucleadas

pequefias (figuras 1 B, C).

La zona de diferenciacion (figuras 1 D-F) presentd wuna epidermis

monoestratificadas con pelos radiculares largos y un cértex formado por grandes células
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parenquimatosas irregulares, con paredes primarias delgadas; en esta zona fue comdn
encontrar cristales de naturaleza desconocida (figura 1 D). La endodermis se mostrd
como una sola capa de células isodiamétricas pequefias en las que en algunos cortes, eran
evidentes las bandas de Caspary. En el cilindro vascular el cambium se limit6 a una sola
capa de células bajo la cual se encontrd una capa de células méas pequefia correspondiente
al periciclo. En el centro del cilindro vascular se observo un gran vaso del cual se

iniciaban hileras de xilema flanqueadas por floema y parénquima floematico.

La zona de maduracion (figura 1 G) no presentd muchos pelos radiculares. Se
observd una epidermis con paredes primarias engrosadas y un cOrtex de células
parenquimaticas grandes dispuesta de manera radial alrededor del cilindro vascular en el
cual se hallaba un actinoestele tetrarco bien diferenciado que por el crecimiento de sus
tejidos conductores puede considerarse de tipo exarco; el floema se dispuso adjunto al
xilema y al periciclo, con grandes huecos aparentemente vacios entre los brazos del

actinoestele.
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Figura 1. Cortes histoldgicos transversales en diferentes zonas de la raiz de frijol (P. vulgaris)
gue muestran los cambios graduales que ocurren a nivel histologico del cilindro vascular a lo
largo de una raiz, desde el meristemo hasta la region madura. A. Zona meristematica o de
proliferacion 20x; B. Zona de elongacion  10x; C. Zona de elongacion 10x; D. Zona de
diferenciacion 10x; E. Zona de diferenciacion 20x; F. Zona de diferenciacion 20x; G. Zona
de maduracién 10x. CC = cristales corticales, Cx = cortex, Ed = endodermis, Ep = epidermis,
Me = meristemo, Mx = metaxilema, Pa = pelo absorbente; Pc = periciclo, Pcb = procambium,
Pd = protodermo, Pf = protofloema, PM = promeristemo, Px = protoxilema.
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b) Alteraciones histoldgicas por N. aberrans en raices de frijol a 15, 45y 90 dias

después de inoculado (ddi)

No hubo diferencias entre las lesiones causadas por las dos poblaciones de
nematodo en las raices de los dos cultivares de frijol probados; en todos los casos los
nematodos se encontraron parasitando raices secundarias y terciarias, y se ubicaron
principalmente en las zonas de diferenciacion y de maduracion de la raiz, en cavidades

que abrieron en el cortex.

En la figura 2 B, D, F se muestran cortes transversales o longitudinales de raices
de frijol parasitadas con el nematodo a los 15, 45 y 90 ddi. Las cavidades estuvieron
ocupadas por uno u ocasionalmente dos nematodos, esto Gltimo como resultado de la
fusién de cavidades que en las raices terciarias ocupaban en corte transversal mas del
80% de su diametro. En ningun caso se encontraron nematodos con la cabeza colocada
sobre alguna de las células que rodeaban la cavidad que indicara que el nematodo se
estuviese alimentando. En la segunda y tercera fecha (figura 2 D, F) se observd la
presencia de células hipertréficas en mayor nimero, que provocaron un engrosamiento en
la porcion de la raiz afectada sin llegar a constituirse como una agalla, hecho consistente

con la observacion hecha en el estudio de reproduccion (Apartado 4.1. Experimento 5).

Los nematodos disectados de estas cavidades generalmente se encontraron en
estados de desarrollo J; 0 J4; a los 15 ddi, el principal estado encontrado fue el J; con
nematodos adquiriendo una forma de “C” que gradualmente se cerraba, llegando incluso a
formar un circulo con los extremos del nematodo, cabeza y cola, cruzados (figura 2 A),
mientras que a 45y 90 ddi los estados més comunes fueron principalmente J4 los cuales
mostraron ser mas gruesos y grandes, y en general se encontraron circularizados en una o
dos vueltas y en ocasiones con sus cabezas dispuestas hacia el exterior del circulo (figura
2 C, E). En estas fechas también se encontraron nematodos J, y J3 en cavidades semejantes
a las encontradas a 15 ddi, hecho que es de esperarse ya que la inoculacion se realizé con
huevecillos en vez de juveniles y por lo tanto hay una estructura de edades en la poblacién

gue ocupaba la raiz.

Sélo en la interaccion c.v. Canario con la poblacion Tecamachalco se encontraron algunos
nematodos desenrrollados, ligeramente méas delgados, con colas ya no tan redondeadas y
con labios claramente esclerotizados pertenecientes a estados avanzados del J4 sin llegar a

ser preadultos. Posiblemente estos sean individuos que les faltd tiempo para desarrollarse
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Figura 2. Juveniles recuperados de lesiones en raices de frijol comun (P. vulgaris) inoculadas
con huevecillos de N. aberrans. A, C, E) fases J; y Js presentes a 15, 45 y 90 dias
respectivamente después de inoculadas (ddi) en frijol 675x. B) Lesion en cultivar (cv) Negro
Querétaro a 15 ddi con la poblacién Chapingo 450x. D) cv Canario a 45 ddi con la poblacion
Tecamachalco 150x. F) cv Negro Querétaro a 90 ddi con la poblacion Tecamachalco 450x. Los
nematodos corresponden a las fechas y poblaciones de las lesiones mostradas en las imagenes
adjuntas.
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por completo en fechas posteriores, es decir tal vez pertenezcan a los pocos genotipos
detectados en el experimento 5 (seccion 4.5., pagina 113), que fueron capaces de formar la

agalla y de reproducirse a 105 ddi.

Los dafios a nivel histoldgico a 15, 45 y 90 ddi se muestran en la figura 3; a este
nivel no se observaron diferencias en las respuestas de los cultivares a las poblaciones del
nematodo; se observo que a los 15 ddi (Figura 3 A, E , H) los principales cambios
ocurrieron en las células parenquimaticas del cortex, principalmente en aquellas que
rodeaban la cavidad en la que se encontraba el nematodo. Las principales caracteristicas de
estos cambios fueron un aumento de tamafio celular, con nucleos grandes y nucléolos muy
prominentes (figura 3 E) y en ocasiones con polarizacion de nucleos (figura 3 H). El
citoplasma aumento su densidad y adquirié una consistencia granulosa mientras que las
paredes celulares engrosaron de manera no homogeénea siendo mas evidente en la regién
posterior de la célula, la parte mas alejada al nematodo y la cavidad. Estos cambios
ocurrieron en todas las células que rodeaban la cavidad y que constituian una capa u
ocasionalmente dos, las células adjuntas a éstas también mostraron cambios aunque no tan
acentuados Y el cilindro vascular no se vio afectado excepto en las raices terciarias donde
mostraron cierto engrosamiento en las paredes de las celulas de la endodermis e incluso

del periciclo.

A los 45 ddi (figura 3 B, D, F) la cavidad se observé bordeada por las mismas
células que ya se describieron con anterioridad y por otras que se encontraron totalmente
rodeadas de paredes engrosadas (figura 3 F), con un lumen celular pequefio, con nicleos
picnoticos; el nimero de capas de células que rodeaban la cavidad no fue mayor al de la
primer fecha. En algunas raices secundarias y terciarias la lesion se extendié en todo el
cortex en ocasiones causando la desaparicion casi completa del cértex y afectando a las
células de la epidermis, asi como a las de la endodermis y del periciclo, las cuales
mostraron engrosamiento de las paredes que daban hacia el haz vascular; no se observé

hipertrofia en estos dos Gltimos tejidos (figura 3 D).

En las raices de los frijoles confrontados con ambas poblaciones de N. aberrans se
aprecié a 90 ddi (figura 3C, G) un ligero engrosamiento en los sitios en los que se
encontraba el nematodo como resultado de la hipertrofia celular, sin que esto indicara la
formacion de una agalla; no pudo apreciarse proliferacion o hiperplasia de células
corticales que sefialaran la formacion de esta estructura ni indicio alguno de la formacion

de un sincicio
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Figura 3. Alteraciones histoldgicas causadas por N. aberrans en frijol. A) cultivar (cv) Negro Querétaro con nematodo
de la poblacién Chapingo a 15 ddi 450x. B) cv Canario con misma poblacién que A 45 ddi 600x. C) cv Negro
Querétaro con poblacion Chapingo a 90 ddi 900x. D) cv Negro Querétaro con nematodo de la poblacion
Tecamachalco a 45 ddi 900x. E) cv Canario con nematodo de Tecamachalco a 15 ddi 1800x. F) cv Negro Querétaro
con poblacién Chapingo a 15 ddi 1800x. G) cv Canario con poblacién Tecamachalco a 90 ddi 600x. H) cv Negro
Querétaro con poblacion Tecamachalco a 15 ddi 1800x. Las flechas sefialan a células hipertréficas con ndcleos y
nucledlos prominentes (E) en algunos casos replicados (H), asi como engrosamientos y/o rompimientos de la pared de
células del cortex que rodean la cavidad (C,F,G) o de la endodermis (D); cav = cavidad, cv= cilindro vascular, ed =
endodermis, rc = restos celulares, n =nematodo,
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Las células que bordeaban las cavidades donde se encontraron los nematodos
mostraron rompimientos de las paredes celulares (figura 3G) y por lo
consiguiente, un mayor nimero de fragmentos celulares en el interior de la cavidad (figura
3 C) asi como una disminucion del numero de células hipertrofiadas; el engrosamiento de
las células de la endodermis y del periciclo se mostr en algunos casos mas acentuada en
esta fecha.

La observacion de series completas de cortes transversales, una de las cuales se
muestra en la figura 4 (A — M) y que corresponde al cultivar Canario con la poblacién
Tecamachalco en la segunda fecha; y su comparacion con la presentada en el cultivar
Negro Querétaro (figura 4 N), sugiere que las cavidades tienen forma de huso y estan
cerradas por sus extremos con un macizo de células hipertrofiadas cuyo nimero va
disminuyendo gradualmente y con caracteristicas similares a las células que bordean la
cavidad; no se distinguid si estos grupos de células sefialaban alguna polaridad, es decir si
las células anteriores que limitaban la cavidad eran diferentes a las posteriores o si tenian
caracteristicas distintivas que las sefialaran como células iniciales del sitio de alimentacion

del nematodo.

Los cortes transversales realizados antes y después del sitio en que se encontr6 la
cavidad con el nematodo, presentaban algunas zonas de rotura o interrupcion de la
epidermis cercana a cada cavidad, lo que puede representar nuevos zonas de entrada del
nematodo (Figura 4 A,B,C); al respecto Manzanilla-Lopez et al. (2002) consideran que N.
aberrans tiene dos estrategias para desarrollarse a estado adulto: 1) después de la
penetracién a las raices por el J, el desarrollo puede ocurrir dentro o fuera de la raiz con
repetidas penetraciones y emigraciones hasta que obtiene el estado adulto, 2) después de
la penetracion por el J,, el desarrollo procede dentro de la raiz hasta alcanzar dicho

estado.

En el cortex se observaron zonas claras grandes que pueden representar la
degradacion de las células vecinas que el nematodo deja en su migracion a través de la raiz
y que posiblemente sefiala la trayectoria intercelular seguida por el nematodo antes de su
establecimiento final (Clark,1967); Quimi, 1981b). Manzanilla-L6opez et al. (2002)
consideran que N. aberrans combina el comportamiento migratorio de los juveniles,
hembras y machos inmaduros vermiformes propio de los Pratylenchidae con el habito

endoparasitico de la hembras maduras de los Heteroderidae
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Figura 4. Serie completa de secciones transversales de una raiz de frijol cv Canario a 45 ddi con N. aberrans
poblacién Tecamachalco 450x. A — L) secuencia completa de la lesion de la parte superior izquierda del corte de la
raiz. C — K) secuencia completa de la lesion de la parte superior derecha. | — L) secuencia de la lesion de la parte
inferior del corte; M y N muestran los detalles a 900x de las células presentes en los extremos de las cavidades en los
cultivares Canario y Negro Querétaro respectivamente en el mismo lapso; las flechas sefialan engrosamientos de la
pared celular y lesiones en epidermis y cortex por la migracion del nematodo; cv = cilindro vascular, n = nlcleo, v =
vacuola.
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A pesar que la tincion con la técnica cuadruple de Johansen aplicada a material de
la segunda fecha (figura 5) fue mas contrastante que la realizada con la de Fucsina
basica-Verde rapido (Zielh—Nielsen), no se detectaron caracteristicas sobresalientes a las

ya descritas, aunque puso en evidencia:

1) la presencia de granulos de almiddn en las células que bordean la cavidad y de

otras proximas a éstas (figura 5 C);
2) la posible presencia de lignina en los engrosamientos de la pared (figura 5 E, F);

3) evidencid claramente la presencia de nucleos ameboideosgrandes con nucléolos
muy evidentes en las células corticales hipertrofiadas adyacentes a la cavidad (figura 5 D,
F).

Las cavidades anteriormente descritas han sido reportadas por Quimi (1981a) e
Inserra et al. (1983, 1985) en remolacha y por Castillo (1982) y Castillo y Marban-
Mendoza, (1984) en chile, aunque no describieron los cimulos de células que cierran la
cavidad. De acuerdo con estos autores las cavidades fueron formadas respectivamente por
los J, a los 5 y 10 dias despues de la penetracion del nematodo, estando generalmente

ocupadas por J3 y J4.

Inserra et al (1985) han mencionado que en algunos casos las cavidades se
extendian del cortex al estele llegando a destruir el 50% del cilindro vascular, mientras
que Castillo (1982) y Castillo y Marban-Mendoza (1984) sefialaron gque en chile se forma
por lisis celular debido a accién mecéanica, sin descartar la existencia de algin mecanismo

bioquimico de parte del nematodo.

Las alteraciones histolégicas observadas en los cultivares de frijol aqui estudiados
se mantienen, salvo ligeros cambios, de manera constante durante las tres fechas analizadas
y corresponden a los descritos para chile a 10 dias después de la penetracion, siendo las
alteraciones mas notables, ademas de la lisis, la hipertrofia de las células corticales, los
engrosamientos de la pared celular (que Castillo (1982) considera como necrosis), un
aumento en la densidad del citoplasma, la presencia de nucleos gigantes y deformes, una
mayor vacuolizacion, y la formacién de granulos de almidon. A excepcion de la
vacuolizacién, que no fue muy evidente en las células de los cultivares de frijol aqui
estudiados, las alteraciones son muy similares entre ambas especies de hospederos y

parecidos a los reportados para otras especies de plantas.
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Figura 5. Alteraciones histoldgicas en raices de frijol cv Canario a 45 ddi con N. aberrans poblacion
Tecamachalco visualizadas por la técnica de Johansen. A) seccion transversal de una lesion 450x, el
nematodo se encuentra aislado por células completamente lignificadas. B) seccion longitudinal de una
lesion donde se observa al nematodo J, formando la cavidad 400x. C) detalle ampliado de B, una
célula observada 1590x comienza a lignificarse por la cara distal a la cavidad (flecha) con numerosos
granulos de almiddn (ga). D) seccion transversal 900x de una cavidad con nematodo (n) bordeada por
células en proceso de lignificacion con ndcleos y nucléolos hipertrofiados (nu). E) cavidad (cav)
1590x con células completamente lignificadas que empiezan a romperse. F) rompimiento (flecha) de
celulas de la cavidad después de la lignificacion a 900x.
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c) Histologia de raices de frijol a 2 y 3 ddi con N. aberrans

El estudio histolégico del material procedente del ensayo de penetracion mostrd
gue numerosos J, entraron a las raices del frijol por la zona de proliferacion, cerca del
apice y atravesaron la zona de elongacién (figura 6 A); la disposicion de los nematodos en
los tejidos de la raiz, tanto en corte transversal como en corte longitudinal, indicaron que
su movimiento es ondulatorio y nunca invaden el cilindro central (figura 6 A, B) y
aparentemente atraviesan y destruyen las células corticales, es decir es de tipo intracelular
(figura6 C, D, E, F).

Inserra et al. (1983) reportaron que en remolacha la penetracién se realiza por el
apice de la raiz mientras que Castillo (1982) refiere que en chile, es en la region de
elongacion. En el presente estudio las observaciones sefialan que en el frijol es
principalmente por arriba de la caliptra en la zona de proliferacion, y por la zona de

elongacion.

El desplazamiento de N. aberrans en el interior de la raiz ha sido documentada por
Clark (1967), Quimi (1981) e Inserra, (1983), quienes coinciden que es a través de las
células del cértex, dejando el nematodo en su trayecto células destruidas; una migracion
similar es realizada por Heterodera spp., Globodera spp. (Endo, 1987b), Cactodera
gallinsogae (Tovar—Soto, 19) y diversas especies de Pratylenchus sp. (Krusberg, 1963;
Dropkin, 1969) y es diferente al que realizan las especies pertenecientes al género
Meloidogyne spp. que ha mostrado ser de tipo intercelular (Hussey, 1985; Wyss y
Grundler 1992; Wyss et al., 1992).
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Figura 6. Juveniles segundo estadio de Nacobbus aberrans atravesando la interfase entre la
zona de proliferacion celular y la zona de elongacion a 3 ddi; A) seccion transversal 150x,
la flecha sefiala los nucleos de células del procambium; B — D) secciones transversales 300x
y 600x en las que se aprecia el desplazamiento intracelular del nematodo a traves de las
células del cortéx; E, F) secciones longitudinales 150x y 300x respectivamente. La flecha
en D, E, F sefiala la destruccion de células que el nematodo deja a su paso.
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d) Histologia de agallas a 105 ddi con N. aberrans

La histologia de las pocas agallas formadas en el cultivar Canario por N. aberrans
poblacién Tecamachalco y que fueron recuperadas del estudio de reproduccion después de
105 dias de inoculadas se muestran en las figuras 7, 8 para aquellas muestras procesadas
con la tecnica de Fucsina basica-Verde rapido, y en la figura 9 con la técnica de Johansen.
En ambos casos se evidenci6 la presencia de un sincicio sacciforme bien desarrollado que
ocupa transversal y longitudinalmente mas del 75% de la agalla (Figura 7 A, B),
claramente delimitado por varias capas de células hiperplasicas pequefias con una gran
actividad nuclear evidenciada por la fuerte tincion de la cromatina y del nucleé6lo que lo
distinguen de las demas células del cortex. En esta region limitrofe se observéd también la
presencia de cristales corticales de naturaleza desconocida, muy similares a los
encontrados en las raices control aunque en mayor namero (figura 7 E); igualmente se
encontraron células con numerosos granulos de almidén o amiloplastos (figura 7 F, 9 C,
D).

Los diversos estudios realizados sobre los sincicios inducidos por N. aberrans han
mostrado que la forma y tamafio del sincicio depende de la especie de planta, cultivo e
incluso cultivar parasitado; en papa y tomate es fusiforme o cordado, mientras que en otras
especies de plantas puede ser reniforme, sigmoide, irregular, de medio sol (Castillo, 1982;
Castillo y Marban-Mendoza, 1984; Caballero y Mufioz, 1987; Ponce de Le6n y Doucet,
1989; Aguilar, 1994), en ocasiones con formacion de cristales en los tejidos agallados y de
granulos de almidén dentro y fuera del sincicio; en papa se ha reportadoel depoésito de
silice en las células de la endodermis cercana a las células sinciciales (Jatala y Hadad,

1993). En este estudio no se detectaron granulos de almidon dentro del sincicio.

La observacion en el cortex de células activas fuera del sincicio indican que el
crecimiento de la agalla ocurre en un sélo lado de la raiz, asi como por el empuje que
realiza el sincicio al crecer, de tal manera que la agalla es asimétrica comparada con las
producidas por las especies de Meloidogyne spp., las cuales son méas redondeadas, al
respecto Schuster y Sullivan (1960) y Schuster et al. (1965) reportaron que en remolacha la

agalla se forma por hipertrofia pero no por hiperplasia, y es estimulada por los juveniles.

Los cortes en la seccion baja de la agalla (figura 7 C, D) mostraron una hembra
nematodo con un tamafio aumentado y engrosado pero sin alcanzar el

engrosamiento que muestran en otros cultivos, posiblemente por falta de tiempo para
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Figura 7. Cortes histologicos de agallas de N. aberrans poblacion Tecamachalco en frijol cv
Canario a 105 ddi tefiidos con la técnica de Zielh-Nielsen. A y B) secciones longitudinal y
transversal respectivamente de la agalla completa 180x; C) parte de una hembra extruida de
la agalla 450x; D) seccion transversal de la parte baja de la agalla, el nematodo muestra
restos de la ultima muda; E) presencia de cristales corticales en el cértex 450x; F) seccion
longitudinal 900x del cértex mostrando numerosos amiloplastos. cav = cavidad, cch =
celulas corticales hiperpléasicas, cv = cilindro vascular, cx = cortex, gel = gelatina, hv = haz
vascular, n = nematodo, nc = zona de necrosis, sc = sincicio
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lograr un engrosamiento completo. La nematodo se encontraba en una cavidad que no llena
en su totalidad pero que comprimia al cilindro vascular; la cavidad no mostro las células
hipertrofiadas que la bordeaban a los 15, 45 y 90 ddi y en su lugar quedan ceélulas
parenquimaticas con paredes primarias muy gruesas Yy en ocasiones con zonas necroticas

causadas posiblemente por la accion de hongos saprofitos.

En algunos cortes el cuerpo del nematodo presentd ciertas separaciones de la
cuticula (figura 7 D), que posiblemente fueron restos de la ultima muda, con la region
caudal extruida de la cavidad y consecuentemente de la agalla (figura 7 C), con una masa
de gelatina en la que se hallaron embebidos los huevecillos y algunos nematodos, tal vez
machos, cortados transversalmente. La presencia de hembras con estas caracteristicas asi
como las condiciones en que se realizd el estudio (inoculacién de huevecillos en lugar de
juveniles J, y largos intervalos de tiempo entre observaciones) no permite elucidar el
momento en que se inicia la formacion del sincicio y ni el estado de desarrollo del
nematodo que lo induce, Castillo (1982) sefiala que las hembras jovenes Js son las
responsable de su formacion en chile a 30 ddi, por su parte Prasad y Webster (1967) e
Inserra et al. (1983), consideran que el sincicio es inducido por hembras adultas

vermiformes e inmaduras en tomate y remolacha, es posible que este sea el caso en frijol.

En secciones medias de la agalla se observé que las células sinciciales invadieron el
cilindro vascular entre los radios de xilema con desplazamiento del vaso xilematico central
y de los radios xilematicos con grupos de células floematicas asociadas a ellos, los cuales
se extendian lateralmente al sincicio y llegaron incluso a romperse (figura 8 A, F), en
algunas regiones del cilindro vascular la penetracion del sincicio fue profunda que se
pierde la forma tetrarca del estele y pudieron observarse entre las células sinciciales grupos
de células xilematicas y floeméticas que posiblemente mantienen la continuidad con el
cilindro vascular de las zonas posteriores al sincicio (figura 9 A, B), mientras que en otras
regiones donde el sincicio no profundizaba tanto, se observaron hileras de células
proyectandose hacia afuera de la endodermis posiblemente como resultado de hiperplasia
en este tejido (figura 8 C); estas alteraciones que ocurren como resultado de la penetracion
del sincicio en el cilindro vascular también se han detectado en chile, jitomate y remolacha
(Jones, 1981; Castillo, 1982; Castillo y Marban-Mendoza, 1984; Inserra et al. (1983 ),
aunque Endo (1987) ha reportado que el sincicio por Nacobbus se encuentra ubicado

dentro del cortex y esta limitado por la endodermis u ocasionalmente por los elementos del
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Figura 8. Sincicios de N. aberrans poblacién Tecamachalco en frijol cv Canario a 105 ddi
teflidos con la técnica de Zielh-Nielsen; A y B) observacion del sincicio 450x, sus limites
estan marcados por la flecha; C) células sinciciales 450x, las flechas sefialan la presencia de
paredes que mantienen la individualidad de las células del sincicio; D) células sinciciales
900x, las flechas indican la presencia de aberturas en sus paredes; E y F) secciones
longitudinales de sincicios 450x, la flecha en E y C sefiala polarizacion de ndcleos en la
célula sincicial; chp = células hiperplésicas, cv = cilindro vascular, cx = cértex, hv = haz
vascular, n = nematodo, nu = nucledlos, sc = sincicio, v = vacuolas
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Figura 9. Sincicios de N. aberrans poblacién Tecamachalco en frijol cv Canario a 105 ddi
teflidos con la técnica de Johansen; A) seccidn transversal del sincicio invadiendo el cilindro
vascular 450x; B) sincicio 900x; C) limite entre el sincicio y el cortex observado a 900x, se
observan células hipetrofiadas (flecha) incorporandose al sincicio; D) Amiloplastos presentes
en el interior de las células (flecha) de la region limitrofe entre el cortex y el sincicio; E y F)
sincicio observado a 900x y 2010x, se visualiza la disolucion parcial de las paredes celulares
(flecha); ap = amiloplasto, cx = cdrtex, n = nematodo, nu = nucledlo, sc = sincicio, Xxi =
xilema.
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xilema cuando se ubica cerca del estele y Dropkin (1969) ha sefialado que, al menos en

remolacha, esen el cortex y no afecta al estele.

El sincicio mostré ser una estructura multinucleada formada por células
hipertrofiadas que mantenian aun su individualidad (figura 8 A, B), con citoplasma
denso, nucleos alargados hipertrofiados y paredes celulares engrosadas no lignificadas,
es decir, citologicamente muy semejante a los reportados en la literatura para
remolacha, chile, espinaca, papa, tomate y algunas arvenses, sin que se haya detectado
formacion de granulos de almidon dentro del sincicio tal y como se ha reportado ocurre
en algunas de estas especies (Schuster y Thorne, 1956; Schuster et al., 1965; Inserra et
al., 1983; Castillo y Marban-Mendoza, 1984; Jatala y Haddad, 1993, Aguilar, 1994).

Los nucleos se mostraron hipertrofiados, en ocasiones alargados o amiboideos
y con grandes nucledlos algunos de los cuales mostraron cierta polarizacion, lo que
parece indicar la posible presencia de endoreplicacion. Segun Schuster et al., (1965), la
condicion multinucleada del sincicio es alcanzada por amitosis, ya que se observan
nucledlos empaquetados concomitantemente con invaginaciones del nucleo. En los
sincicios inducidos por Nacobbus en Opuntia tortispina Nutt y Kochia scoparia L. se
encontraron nacleos empaquetados que sugieren gue la condicién multinucleada surge

por amitosis mas que por polarizacion del nacleo (Schuster, 1956).

Aun cuando las células del sincicio mantuvieron su individualidad, el citoplasma
mostré homogeneidad y continuidad gracias a rompimientos en la pared celular (figura
8 D). La técnica de Johansen aplicada a este material (figura 9 E, F) confirmé la
descripcién anterior y puso en mayor evidencia la riqueza protéica del citoplasma del
sincicio y su caracter multinucleado, asi como la disolucién parcial de paredes las cuales

estaban sin lignificar.

Jones y Payne (1977) y Payne (1981) han demostrado que en tomate el sincicio
crece por incorporacion de células hiperplasicas externas a él y la continuidad del
citoplasma se debi6 a la presencia de huecos en las paredes celulares, posiblemente por
digestion enzimatica en los campos de las punteaduras, es posible que los nucleos
polarizados encontrados en el presente trabajo se haya debido a la incorporacion al
sincicio de células hiperplasicas recién divididas. Endo (1987b) menciond que en el
sincicio multinucleado inducido por los nematodos quisticos hay pérdida de identidad

de las céelulas incorporadas, un hecho que lo diferencia del inducido por N. aberrans.
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Los resultados del presente estudio permiten hacer algunas inferencias acerca del
comportamiento de este nematodo en las raices de frijol, sobretodo de los aspectos
generales relacionados con la penetracion, migracion y de los primeros cambios
histologicos que ocurren en el sitio de establecimiento, y finalmente sobre la agalla y el
sincicio, dinamica que en el caso del frijol dura mas de 105 dias, un ciclo muy largo
comparado con el que el nematodo ha mostrado en otros cultivos bajo las mismas

condiciones (Inserra et al., 1983; Prassad y Webster, 1967).

Aparentemente los juveniles J, de ambas poblaciones de N. aberrans invaden
laraiz por arriba de los apices o en la zona de elongacion y se mueven intracelularmente
por el cortex hasta la zona de diferenciacion donde se establecen abriendo cavidades
posiblemente por accidn mecanica y/o bioquimica, es en estas cavidades donde el
nematodo posiblemente realiza la segunda y tercera muda. Castillo (1982) menciona la
posibilidad de que al menos la muda a J; ocurra en las cavidades, mientras que la muda
a Js y a estado adulto inmaduro puede realizarse también en el suelo (Quimi, 1979
citado por Manzanilla-Lopez et al., 2002).

En el presente estudio no se encontraron evidencias que sefialaran un
movimiento de los nematodos a través de las células corticales hacia afuera de las
raices, aunque es muy probable que en los tiempos establecidos entre observaciones
haya ocurrido alguna recuperacion de la raiz de las lesiones causadas por el translado

del nematodo.

La constancia de la estructura de las cavidades en esos lapsos en donde
mostraron muy pocos cambios sugiere que el nematodo realiza ahi mismo la muda

subsiguiente a Jg4, estado en el que se quedan al menos hasta 90 ddi.

Aunqgue es posible que en cada poblacion de nematodos presentes en las raices
de frijol hubiera genotipos capaces de un desarrollo ininterrumpido y que por las
condiciones del estudio no se les dio tiempo a que completaran su ciclo, lo mas
probable es que ambas poblaciones tengan capacidades genéticas y fisioldgicas
distintas para desarrollarse en frijol, que se manifiestan después de los 90 ddi. Si
después de este lapso el nematodo tiene la capacidad de aprovechar el recurso que
proporciona la planta, continda su desarrollo a preadulto y adulto e induce la
formacion de la agalla y del sitio de alimentacion, como fue el caso de aquellos
genotipos de la poblacién Tecamachalco en el cv Canario; en caso contrario entra en

estado quiescente como J4 encerrado en las cavidades, como ocurrio con la poblacién
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Chapingo y la mayoria de genotipos de la poblacion Tecamachalco en el cv Negro
Querétaro, manteniéndose en ese estado que les permite sobrevivir, hasta el ciclo
agricola siguiente posiblemente sin pérdida de infectividad en espera de mejores
condiciones para su desarrollo, tal como ocurre en tomate (Cristobal-Alejo et al.,
2001b).

Los cultivares usados en el presente estudio presentan incompatibilidad
(manifestacion de la resistencia a nivel celular segin Canto-Saenz, 1985; Kaplan y

Davis, 1987) a las poblaciones de nematodos con las que fueron confrontados.

A nivel celular la incompatibilidad se manifiesta de manera variable desde la
formacion de sitios de alimentacion pequefios hasta el aislamiento y muerte del
parésito por la respuesta hipersensible (Huang, 1985b; Mojtahedi et al., 1995; Pedrosa
et al., 1996a). El presente estudio histopatolégico mostrdé al nematodo encerrado en
cavidades del cértex de la planta, rodeado de células hipertrofiadas que mostraron a 90
ddi lignificacion y lisis celular sin que se encontrara necrosis que sugiriera la
manifestacion de una respuesta hipersensible como mecanismo de incompatibilidad; se
desconocen los cambios subsecuentes y el destino de los nematodos en los cultivares

Negro Querétaro con ambas poblaciones y Canario con la poblacion Chapingo.
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4.2. Experimento 2. CAMBIOS QUIMICOS EN RAICES DE DOS
CULTIVARES DE FRIJOL INOCULADOS CON N. aberrans POBLACION
CHAPINGO

a) Andlisis cromatografico _de los extractos hexanicos

El perfil cromatograficos del extracto hexanico de las raices inoculadas con N.
aberrans poblacion Chapingo en los cultivares (cv) Negro Querétaro y Azufrado se

muestra en la figura del Apéndice 12.

El nimero y disposicion de las bandas (Rf) del cv Negro Querétaro se resume
en el cuadro 4. Se encontraron tres bandas observables a 254 nm, tres a 365 nm y cinco

reveladas con Sulfato Cérico.

Fecha
Cultivar Observacion Rf 1 2 3

C/|E|C|E|C]|E

0.92 + |- |+ |+ |+ |+

254 0.74 + |+ |+ |+ |+ |+

0.43 + |+ |+ |+ |+ |-

0.87 S T I I I

NQ 365 079 |- [- [+ [+ ]+ ]+
0.70 + |+ |+ |+ |+ |+

0.94 + |- |+ |+ |+ |+

0.72 S I I I S I S

Sulfato Cérico 0.52 + |+ [+ [+ |+ |+

0.38 + |+ |+ |+ |+ |+

0.17 + - + - + +

Cuadro 4. Presencia de bandas con sus respectivos Rf’s en el
perfil cromatografico del extracto hexadnico de raices de
frijol cv Negro Querétaro (NQ) inoculado con 2000 juveniles
de N. aberrans poblacién Chapingo evaluado a 15 ddi (fecha
1), 30 ddi (fecha 2), 60 ddi (fecha 3); C = Tratamiento
control, E = Tratamiento experimental; + = presencia; - =
ausencia

Algunas bandas de los tratamientos experimentales mostraron efectos por la

presencia del nematodo, como lo ejemplifican las bandas con Rf ‘s de 0.92 observada a
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254 nm y 0.94 del revelado a 15 ddi (fecha 1), 0.43 observada a 254 nm a 60 ddi (fecha
3), asi como las bandas reveladas con Sulfato Cérico con Rf’s 0.72 a 60 ddi, 0.17a 15y

30 ddi.

Aparentemente las demés bandas no mostraron efectos por el nematodo; sin
embargo, para detectar efectos que pudieran pasar desapercibidos es necesario observar
la variacion que existe en la intensidad de las bandas de cada tratamiento y de la

comparacion entre ellos.

Las perfiles cromatogréficos realizados de los diversos extractos (Apéndice 12,
13, 14) son de tipo cuantitativo y por lo tanto la intensidad de cada banda al ser
observada bajo luz ultravioleta, o la puesta en evidencia en el revelado puede
interpretarse  como una medida de la concentracién de compuestos en esa banda y
pueden describirse graficamente considerando la magnitud de la banda como baja

(=0.5), intermedia (=1.0), alta (=1.5) y muy alta (=2.0).

La expresion gréafica de las bandas del perfil cromatografico del extracto
hexanico del cv Negro Querétaro se muestra en la figura 10 donde se observa que el

efecto del nematodo fue diferente en ambos cultivares.

Bandas que no experimentaron cambios en su patron de intensidad fueron la
0.87, 0.70 a 365 nm y la 0.38 del revelado. Hubo bandas que mostraron disminucion o
decrementos en su grado de intensidad a diferentes fechas como fue el caso de las
bandas 0.92, 0.74 a 254 nm 0 0.94 del revelado que experimentaron esta disminucion a
15 ddi mientras que la 0.43 a 254 y 0.72 la presentaron a 30 ddi desapareciendo en
estos casos a los 60 ddi.

En otros casos hubo interrupcién en los aumentos graduales de intensidad que

experimentaba la banda como fue el caso de la 0.79 a 365 y 0.52 del revelado a 30 ddi.

71



RESULTADOS Y DISCUSION

A
254 3 15
nm S 1 _—
wn
§ 05 \— A _— )
1= .
= 0
fecha 123 12 3 12 3 12 3 12 3 12 3
tratamiento C E C E C E
Rf 0.92 0.74 0.43
B
5 15
s 1 : :
365 2 : :
nm G 05 : : -
s % i/ :
fecha 123 123 {123 123 {123 123
tratamiento C E C E - C E
Rf 0.87 0.79 0.70
C
g t°
0 H H ! H
G 0.5 i N -
£ A ; :
E 5 :
fecha 123 123€ 123 123? 123 123 5123 12 3 5123 12 3
tratamiento C E C E C E *C E °C E
Rf 0.94 0.72 0.52 0.38 0.17

Figura 10. Variaciones en la intensidad de bandas del perfil cromatogréafico
del extracto hexanico de raices de frijol cv Negro Querétaro inoculado con
N. aberrans poblacion Chapingo observado con luz ultravioleta (254 y 365

nm) y revelado con Sulfato Cérico (RSC). Fecha: 1=
60 ddi. Tratamiento: C= control, E= experimental

La banda 0.17 del revelado aparecio

tratamiento experimental en fechas posteriores a las del control, condicion que para

fines préacticos se denominara como retraso positivo.

con su maxima intensidad

15 ddi; 2= 30 ddi; 3 =

en el
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Por su parte, el cv Azufrado (Cuadro 5) presentd el mismo tipo de bandas que

el cultivar Negro Querétaro aunque con comportamiento diferente en algunas de ellas.

Fecha
Cultivar Observacion Rf 1 2 3

C|E|C|E|C|E

0.92 + |+ |+ |+ |+ |+

254 0.74 + |+ |+ [+ |+ |+

0.43 + |+ |+ |+ |+ |-

AZF 087 |+ [+ |+ [+ ]+ ]-
365 079 [+ |+ |+ |+ |+ |-

0.70 + |+ |+ |+ |+ |-

094 |+ |+ |+ |+ |+ |+

0.72 + |+ |+ |+ |+ |+

Sulfato Cérico 052 |+ |+ |+ |+ |+ |+

0.38 + |+ |+ |+ |+ |+

0.17 + 4+ [+ [+ |+ |+

Cuadro 5. Presencia de bandas con sus respectivos Rf’s en el
perfil cromatografico del extracto hexanico de raices de
frijol cv Azufrado (AZF) inoculado con 2000 juveniles de N.
aberrans poblacion Chapingo evaluado a 15 ddi (fecha 1), 30
ddi (fecha 2), 60 ddi (fecha 3); C = Tratamiento control, E =
Tratamiento experimental; + = presencia; - = ausencia

Efectos por el nematodo se observan a 60 ddi en las bandas 0.43 a 254 nm,

0.87,0.79y 0.70 a 365 nm.

La figura 11 muestra la variacion en el grado de intensidad de las bandas

encontradas en el perfil cromatografico de este cultivar.
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Figura 11. Variaciones en la intensidad de bandas del perfil cromatografico
del extracto hexanico de raices de frijol cv Azufrado inoculado con N.
aberrans poblacion Chapingo observado con luz ultravioleta (254 y 365 nm)
y revelado con Sulfato Cérico (RSC). Fecha: 1= 15 ddi; 2= 30 ddi; 3 = 60
ddi. Tratamiento: C= control, E= experimental

Las bandas que no mostraron cambios en sus niveles de intensidad por efecto de
nematodo fueron la 0.43 a 254 nm y todas las bandas del revelado.
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Interrupciones en el aumento gradual de intensidad se encontraron en la banda
0.74 a 254 nm mientras que las bandas 0.79 y 0.70 a 365 nm mostr6 decrementos a 30
ddi .Desapariciones ocurrieron a los 60 ddi en las bandas 0.79, 0.70 a 365 nm. La banda
0.92 a 254 mostro un efecto combinado de adelanto en la fecha de obtencion de
maxima intensidad seguido de un rapido decremento que no se observa en el

tratamiento control.

El comportamiento de las bandas del perfil cromatografico de ambos cultivares

del extracto hexanico se resume en el cuadro del apéndice 18

b) Anélisis cromatoqgréafico de los extractos de acetato de etilo

Las placas cromatograficos del extracto de acetato de etilo de las raices
inoculadas con N. aberrans poblacion Chapingo en los cultivares Negro Querétaro y

Azufrado se muestran en el Apéndice 13.

La posicion y nimero de bandas presentes en el cv Negro Querétaro se muestra

en el cuadro 6.

Fecha
Cultivar Observacion Rf 1 2 3

C|E|C|E|C|E

0.93 + |+ [+ [+ [+ [+

254 0.87 + |+ |+ |+ |+ |-

0.76 - + + + | + -

0.91 + |+ + |+ |+ |+

NQ 365 080 |- |- |+ |+ |+ |+
050 [+ [+ |+ |+ [+ |+

0.30 -+ - - -

1.00 + |+ |+ |+ |+ |+

Sulfato Cérico 0.95 + |+ |+ [+ |+ |-

0.87 S+ [+ |+ |+

0.52 - + + |+ |+ | +

Cuadro 6. Presencia de bandas con sus respectivos Rf’s en el perfil
cromatografico del extracto de acetato de etilo de raices de frijol cv
Negro Querétaro (NQ) inoculado con 2000 juveniles de N. aberrans
poblacién Chapingo evaluado a 15 ddi (fecha 1), 30 ddi (fecha 2), 60
ddi (fecha 3); C = Tratamiento control, E = Tratamiento
experimental; + = presencia; - = ausencia
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Se visualizaron tres bandas a 254 nm, cuatro a 365 nm y cuatro reveladas con

Sulfato Cérico. Los efectos por el nematodo se manifestaron en las bandas 0.87 y 0.76
a 254 nm; 0.30 a a 365 nm; 0.95, 0.87, 0,52 del revelado.

La expresion grafica de estas bandas se muestra en la figura 12.

A
254
nm < 2
©
=
21— —
[5)
= /
0
fecha 123 123 123 123 123 123
tratamiento C E C E C E
Rf 0.93 0.87 0.76
B
5 2
] :
S :
365 gll/ RN
nm = ' i/ 3 /\
£, ;
fecha 123 123 {123 123 123 123:i123 123
tratamiento C E i C E: C E C E
Rf 0.91 0.80 0.50 0.30
C
g’ e s
RsSC | = . ]\ 5 s .
21 : : :
fecha 123 123 123 123123 123i123 123
tratamiento C E : C E : C E : C E
Rf 1.00 0.95 0.87 0.52

Figura 12. Variaciones en la intensidad de bandas del perfil cromatogréafico
del extracto de acetato de etilo de raices de frijol cv Negro Querétaro

inoculado con N. aberrans poblacién Chapingo observado con

luz

ultravioleta (254 y 365 nm) y revelado con Sulfato Cérico (RSC). Fecha: 1=
15 ddi; 2= 30 ddi; 3 = 60 ddi. Tratamiento: C= control, E= experimental
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Las bandas 0.93 a 254 nm y 0.80 a 365 nm no mostraron efectos por la
presencia del nematodo; hubo interrupcion en el aumento gradual de intensidad a los 30
ddi en la banda 0.91 a 365 nm. Decrementos que resultaron en desaparicion completa
de bandas ocurrieron en 0.87 a 254 nm y 0.95 del revelado, en este ultimo caso la
desaparicion de la banda ocurrié despues de un adelanto de fecha en la disminucion de
la intensidad, condicion que en lo sucesivo se denominara como adelanto negativo, lo
que sugiere que los compuestos de ambas banda fueron metabolizados. La banda 0.87
del revelado posiblemente fue resultado de un efecto combinado de adelanto de fecha
en la sintesis de compuestos seguido de una interrupcién en su acumulacion que se
manifestd en una intensidad menor con respecto a la del control, esta condicion sera
referida como efecto combinado (+)(-). Adelantos en la fecha de méxima intensidad de
la banda, al que se referirda como adelanto positivo, se encontraron a los 15 ddi en la
banda 0.76 a 254 nm, 0.30 a 365 nm, 0.52 del revelado. Un incremento en intensidad
fue detectado en la banda 0.50 a 365 nm a 60 ddi.

Para el cv Azufrado (cuadro 7), el efecto del nematodo se manifesto en las
bandas 0.87 a 254 nm; 0.80 y 0.30 a 365 nm.

Fecha
Cultivar Observacion Rf 1 2 3

C|E|C|E|C|E

093 |+ |+ |+ |+ |+ |+

254 087 |- |- |+ |- |+ |+

076 |+ |+ |+ |+ |+ [+

091 |+ |+ [+ [+ [+ [+

AZF 365 080 |- |- |+ |- |+ |+
0.50 + |+ |+ |+ |+ |+

0.30 -+ - - -

1.00 + |+ |+ |+ |+ |+

Sulfato Cérico 0.95 + |+ |+ |+ |+ |+

0.87 + |+ |+ |+ |+ |+

0.52 - + + |+ |+ | +

Cuadro 7. Presencia de bandas con sus respectivos Rf’s en el perfil
cromatografico del extracto de acetato de etilo de raices de frijol cv Azufrado
(AZF) inoculado con 2000 juveniles de N. aberrans poblacion Chapingo
evaluado a 15 ddi (fecha 1), 30 ddi (fecha 2), 60 ddi (fecha 3); C = Tratamiento
control, E = Tratamiento experimental; + = presencia; - = ausencia
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La representacion grafica de estas bandas se muestra en la figura 13.
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E :
fecha 123 123 i 123 1234% 123 123
tratamiento C E { C E { C E
Rf 0.93 0.87 0.76
B
2 : : :
365 3 : i :
o : 4 :
nm @ 1 / e O
& . : K :
£ : C HEAN
-0 H H H
fecha 123 123 123 123 % 123 123 123 123
tratamiento C E * C E * C E* C E
Rf 0.91 0.80 0.50 0.30
C
g
RSC | 2 \
s N .o N\ L -
E A
fecha 123 123§ 123 123} 123 123} 123 123
tratamiento C E i C E i C E : C E
Rf 1.00 0.95 0.87 0.52

Figura 13. Variaciones en la intensidad de bandas del perfil
cromatografico del extracto de acetato de etilo de raices de frijol cv
Azufrado inoculado con N. aberrans poblacion Chapingo observado con
luz ultravioleta (254 y 365 nm) y revelado con Sulfato Cérico (RSC).
Fecha: 1= 15 ddi; 2= 30 ddi; 3 = 60 ddi. Tratamiento: C= control, E=
experimental
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Los efectos del nematodo en las bandas de este extracto fueron minimos,
solo se encontraron adelantos en la aparicién de maxima intensidad (fecha 1 de
0.76 a 254 nm), interrupciones en el aumento intensidad (0.91, 0.50 a 365 nm; 0.95
del revelado), e incrementos (0.30 a 365 nm); las demas bandas presentes no
manifestaron cambios por efectos del nematodo (0.93, 0.87 a 254 nm; 0.80 a 365
nmy 1.00, 0.87 del revelado).

La banda 0.30 a 365 nm aparece en la fecha 1 del tratamiento experimental
con una intensidad alta comparada con la del tratamiento control, el incremento en
intensidad de la banda en fecha temprana puede considerarse como una respuesta

inicial de defensa de la planta ante la presencia del nematodo.

Efectos por adelantos de la fecha de disminucion de la intensidad de la
banda (adelantos negativos) se encontraron a los 15 ddi en la banda 0.95 del
revelado, mientras que retrasos en la aparicion de méxima intensidad de la banda, a
los que se referira en lo sucesivo como retrasos positivos, se hallaron en 0.52 del
revelado. Un resumen del comportamiento de las bandas de ambos cultivares de

este extracto se muestra en el cuadro del apéndice 19

c) Anaélisis cromatografico de los extractos de metanol

Las placas cromatogréaficas del extracto de metanol se muestran en la figura del
apéndice 14, y el nimero y disposicion de las bandas para el cv Negro Querétaro se
resumen en el cuadro 8 y en la figura 14

Los efectos del nematodo en este cultivar se manifestaron en las bandas 0.40 a
254 nm, 0.69, 0.56, 0.37, 0.28 a 365 y 0.38 del revelado.

No se detectaron efectos del nematodo en las bandas 0.96, 0.78, 0.17, 0.13 y
0.08 del revelado

Bandas que mostraron retrasos de fecha en la aparicion de la maxima intensidad
(retrasos positivos) fueron la 0.74 y 0.40 a 254 nm mientras que adelantos positivos se
hallaron en 0.37 a 365 nm; disminuciones en la intensidad se encontraron en la 1.00 a
254 nm.



RESULTADOS Y DISCUSION

Fecha
Cultivar Observacion Rf 1 2 3
C|E|C|E|C|E
1.00 [+ [+ |+ [+ [+ |+
254 074 |+ |+ |+ |+ |+ |+
0.46 + 4+ [+ |+ |+ |+
040 |- |+ |+ |+ |+ |+
096 |+ |+ |+ |+ |+ |+
0.92 + |+ |+ |+ |+ |+
088 |+ |+ |+ |+ |+ |+
365 082 [+ [+ |+ [+ [+ [+
NQ 069 |- |+ |+ |+ [+ |+
0.56 I I N I T
0.37 S R I
0.28 I I N I T
096 |+ |+ |+ |+ |+ |+
078 |- |- |+ |+ |+ |+
038 |- |- |+ |- |+ |+
Sulfato Cérico 0.22 S+ T+ - T+ 1+
0.17 + |+ |+ |+ |+ |+
0.13 + |+ [+ [+ |+ |+
0.08 + |+ |+ |+ |+ |+
0.12 + |+ [+ [+ |+ |+

Cuadro 8. Presencia de bandas con sus respectivos Rf’s en el
perfil cromatografico del extracto de metanol de raices de
frijol cv Negro Querétaro (NQ) inoculado con 2000 juveniles
de N. aberrans poblacién Chapingo evaluado a 15 ddi (fecha
1), 30 ddi (fecha 2), 60 ddi (fecha 3); C = Tratamiento
control, E = Tratamiento experimental; + = presencia; - =
ausencia

Incrementos en la intensidad de las bandas se encontraron en la fecha 1 de 0.96 a
365 nm y en la fecha 3 de 0.38 del revelado, con la diferencia que en la primera el
incremento no fue sostenido en fechas posteriores contrariamente a lo que ocurrié con
la 0.38 la cual alcanza su méxima intensidad después de un periodo de retraso y por lo
tanto debe de ser considerado como un efecto combinado (-)(+).
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Hubo bandas que mostraron efectos combinados (+)(-) como en 0.28, 0.56, 0.69

a 365 nmy 0.22 del revelado que tuvieron incrementos en intensidad con decrementos

en fechas posteriores.
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B
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365 w1 d— oo R i
o H H . H .
nm 2 : : T /— /
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fecha 123 123 123 1231 123 123 {123 123 i123 123
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Rf 0.96 0.69 0.56 0.37 0.28
C
: QN
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o . : . z —
RSC | §'1 P _
o L L A :
fecha 123 123 123 123 123 123 123 123 123 123} 123 123° 123 123
tratamiento C E *C E *C E °C E °C E° C E C E
Rf 0.96 0.78 0.38 0.22 0.17 0.13 0.08

Figura 14. Variaciones en la intensidad de bandas del perfil cromatografico
del extracto de metanol de raices de frijol cv Negro Querétaro inoculado
con N. aberrans poblacion Chapingo observado con luz ultravioleta (254 y
365 nm) y revelado con Sulfato Cérico (RSC). Fecha: 1= 15 ddi; 2= 30 ddi; 3
= 60 ddi. Tratamiento: C= control, E= experimental
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Las bandas presentes en el perfil cromatografico pare el extracto del cv

Azufrado se muestra en el cuadro 9.

Fecha
Cultivar | Observacion Rf 1 2 3
C/|E|C|E|C|E
1.00 + |+ |+ |+ |+ |+
254 0.74 N R
0.46 RN
0.40 + |+ |+ |+ |+ |+
0.96 + |+ |+ |+ |+ |+
0.92 + |+ |+ |+ |+ |+
0.88 + |+ |+ |+ |+ |+
AZF 082 |+ [+ [+ |+ [+ |+
365 069 |+ |+ |+ |+ |+ |+
0.56 R
0.37 -+ |+ |+ |+ |+
0.28 R
0.96 + |+ |+ |+ |+ |+
Sulfato Cérico 0.78 N I I I R
0.38 e
0.22 + |+ |+ |- |- |-
0.17 + [+ [+ [+ ]+ [+
0.13 + |+ + |+ |+ |+
0.08 + [+ [+ [+ ]+ [+

Cuadro 9. Presencia de bandas con sus respectivos Rf’s en el
perfil cromatogréafico del extracto de metanol de raices de
frijol cv Azufrado (AZF) inoculado con 2000 juveniles de N.
aberrans poblacion Chapingo evaluado a 15 ddi (fecha 1), 30
ddi (fecha 2), 60 ddi (fecha 3); C = Tratamiento control, E =
Tratamiento experimental; + = presencia; - = ausencia

Las bandas 0.46 a 254 nm, 0.56, 0.37, 0.28 a 365 nm, y 0.22 del revelado

mostraron efectos por el nematodo.

La descripcion gréafica de las bandas se muestra en la figura 15 donde se observa
que las bandas que no manifestaron efectos por el nematodo fueron 0.74 a 254 nm, 0.96,

0.69 a 365 nm, 0.96, 0.78 y 0.08 del revelado.
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Figura 15. Variaciones en la intensidad de bandas del perfil cromatogréafico del
extracto de metanol de raices de frijol cv Azufrado inoculado con N. aberrans
poblacién Chapingo observado con luz ultravioleta (254 y 365 nm) y revelado
con Sulfato Cérico (RSC). Fecha: 1= 15 ddi; 2= 30 ddi; 3 = 60 ddi.
Tratamiento: C= control, E= experimental

Adelantos de fecha en la aparicion de la maxima intensidad de la banda

(adelantos positivos) se muestran en 0.46, 0.40 a 254 nm y 0.56 a 365 nm.

Incrementos no sostenidos en la intensidad se encontraron en las bandas

0.37, 0.28 a 365nm mientras que las bandas 1.00 a 254 nm y 0.17 del revelado
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tuvieron incrementos sostenidos en fechas posteriores al aumento. Retrasos
positivos los hubo en las bandas 0.78 y 0.38 del revelado. La banda 0.22 del

revelado mostré un efecto combinado de decremento seguido por un incremento.

El comportamiento de las bandas de ambos cultivares del extracto de metanol se
resumen en el cuadro del apéndice 20 y el tipo y nimero de efectos provocados por el
nematodo en el patron de intensidad de bandas de los perfiles cromatogréficos de los

extractos de ambos cultivares se muestran en el cuadrol0.

Efecto Hexano Acetato de Metanol Total
etilo
NQ | AZF | NQ | AZF | NQ | AZF | NQ | AZF

Sin cambio 3 5 2 5 5 5 10 15
Adelanto (+) -- - 3 1 1 3 4 4
Adelanto (-) -- -- 1 1 -- -- 1 1

Retraso (+) 1 -- -- 1 2 3 3 4

Retraso (-) -- -- -- -- -- -- - --
Disminucién 5 4 2 -- 1 -- 8 4

Incremento -- -- 1 -- 1 5 2 5
Interrupcion 2 1 1 2 1 -- 4 3
Combinado

(-)(+) - - - - 1 1 1 1

Combinado

(+)(-) -- 1 1 -- 4 -- 5 1

TOTAL 11 11 11 11 16 16 38 38

Cuadro 10. Numero total de cambios por efecto del nematodo en la
intensidad de las bandas del perfil cromatografico de tres extractos
de raiz de los cultivares de frijol Negro Querétaro (NQ) y Azufrado

(AZF) inoculados con N. aberrans poblacion Chapingo.

Los efectos mas comunes que se observaron en ambos cultivares fueron
disminuciones, adelantos y retrasos positivos (adelantos y retrasos en las fechas de

aparicion de maxima intensidad de la banda respectivamente), incrementos de
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intensidad, interrupciones en el aumento progresivo de intensidad, adelantos
negativos (adelantos de fecha en la disminucion de la intensidad de una banda) y

combinaciones de ellos.

Hubo diferencias en cuanto al numero de bandas mostradas en los perfiles
cromatograficos de los extractos, siendo el de metanol el de mayor nimero de
bandas. Aun cuando ambos cultivares presentaron el mismo numero total de
bandas los efectos por la presencia del nematodo fue diferente en ellos y se

manifesto principalmente como cambios en el grado de intensidad de las bandas.

Hubo un mayor nimero de bandas que no mostraron efecto alguno por la
presencia del nematodo en el cv Azufrado el cual también mostré bandas que
fueron resultado de adelantos y retrasos positivos asi como de incrementos e

interrupciones en la magnitud de su intensidad.

Por su parte, los principales efectos por la presencia del nematodo en el cv
Negro Querétaro fueron disminuciones en la intensidad de las bandas asi como
interrupciones, adelantos positivos y efectos combinados en los que habia
incrementos seguido de decrementos en la intensidad de la banda. Aunque fue alto
el numero de bandas que no experimentaron cambios, fue menor al mostrado por el

cv Azufrado.

La intensidad de una banda es el reflejo de la concentracion de compuestos
que hay en ella de tal manera que los cambios en su intensidad por efecto del

nematodo son resultado de cambios en el metabolismo secundario de la planta.

Las disminuciones en la intensidad, asi como las interrupciones y los
adelantos negativos tal vez sean resultado del catabolismo de compuestos presentes
en ellas por parte del nematodo en diversas etapas de su desarrollo o por la planta
misma cuando su metabolismo es acelerado como resultado de los cambios
fisioldgicos que el parasito provoca en la planta. (Rojas et al., 1993; Zavaleta-
Mejia, 1995).

Los retrasos positivos (retraso en la fecha de aparicion de una banda) y
negativos (retraso en la fecha de disminucion de una banda) posiblemente sean
resultado de la inhibicidn o alentamiento de algunas rutas metabdlicas de la planta

por parte del nematodo, hecho ligado con la reduccidn significativa en altura y peso
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que muestran algunas plantas inoculadas con N. aberrans y que ha sido reportado

por varios autores (Zamudio et al, 1990; Garcia-Camargo y Trejo, 1995).

Es posible que el nematodo no solo inhiba algunas rutas sino que también
acelere otras, lo que conduciria a un aumento en la concentracion de algunos
compuestos, lo que explicaria los adelantos positivos (adelantos en la fecha de
méaxima intensidad de una banda) e incrementos que se visualizaron en los perfiles

cromatograficos.

Los incrementos pueden también ser resultado de la concentracion de
compuestos que son sintetizados para actuar en contra del nematodo como una
medida de defensa de la planta, ya que ha sido establecido que el reconocimiento de
un microorganismo por parte del hospedero induce la expresion genética necesaria

en éste para defenderse o acrecentar la interaccion (Anaya-Lang, 2003).

Ejemplos de bandas que posiblemente presenten compuestos implicados en
la defensa son la 0.38 del revelado y 0.96 a 365 nm del extracto de metanol del cv
Negro Querétaro, la primera mostrd un incremento sostenido a partir de los 30 ddi

las plantas.

En el cv Azufrado también se encontraron este tipo de bandas en el extracto
de metanol (ejemplos de ellas son la 0.37, 0.28 a 365 nm). En el extracto de
acetato de etilo de este mismo cultivar se detecto la banda 0.30 que incremento
dramaticamente su intensidad en la fecha 1 del tratamiento experimental, es decir en
las primeras etapas de la interaccion con el nematodo lo que indica un posible

mecanismo de defensa en la planta.

Ademaés de sus caracteristicas agrondémicas (el cv Azufrado es de semillas
amarillas y es mas lento en germinar que el Negro Querétaro), los cultivares
empleados en este estudio también difieren en su metabolismo secundario y en la

manera como es afectado por el nematodo, como lo sugiere:

1. La observacion de que no obstante los perfiles cromatograficos de los
extractos de las raices de los tratamientos sin inocular de ambos cultivares

mostraron las mismas bandas, no siempre mostraban los mismos cambios.

2. En los perfiles cromatograficos de los tratamientos sin inocular no se

detectaron bandas especificas de cultivar.
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3. El cv Azufrado experimentd menos efectos por el nematodo en sus
bandas que el cv Negro Querétaro, siendo el principal efecto los incrementos en la
intensidad de la banda que fueron resultado de una mayor sintesis y acumulacion

de compuestos por aceleracion o activacion de rutas metabolicas en la raiz.

4. El cv Negro Querétaro experimentd mas efectos por el nematodo que el
cv Azufrado, siendo el efecto principal el debido a disminuciones en la intensidad
de las bandas que resultaron del catabolismo de los compuestos presentes en ellas

por parte de la planta y/o el nematodo.

Estos hechos son de esperarse si se considera la alta variabilidad genética
que existe en el frijol como resultado de factores evolutivos y la accién del proceso
de domesticacion (Miranda, 1979; Gepts y Debouck, 1991).
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4.3. Experimento 3. CAMBIOS QUIMICOS EN RAICES DE DOS
CULTIVARES DE FRIJOL INOCULADOS CON N. aberrans POBLACION
TECAMACHALCO

a) Analisis cromatogréafico de los extractos hexanicos

Las placas cromatograficas de los extractos hexanicos se muestran en el
Apendice 15.

El niimero de bandas con sus Rf’s respectivos se muestran en los cuadros 11 y

12 para los cultivares Querétaro y Canario respectivamente.

Para el cv Querétaro se visualizaron 3 bandas a 254 nm, 5 a 365 nm y 3
reveladas con Sulfato Cérico. En cuanto a la ausencia o presencia de bandas, no se
encontraron diferencias que sefialaran efectos del nematodo entre los tratamientos en
ninguna de las observaciones. Todas las bandas aparecen desde la primera fecha

excepto la 0.31 que aparece hasta los 90 ddi en ambos tratamientos.

Fecha

Cultivar Observacion Rf 1 2 3
C|E|C|E|C|E
0.89 + |+ [+ [+ [+ [+
254 0.56 + |+ |+ [+ [+ |+
0.44 + |+ |+ |+ |+ |+
090 [+ [+ |+ |+ |+ |+
NQ 082 |+ |+ |+ |+ |+ |+
365 071 |+ |+ |+ [+ |+ |+
0.67 + |+ [+ |+ |+ |+
0.31 I I D
.86 + |+ |+ |+ |+ |+
Sulfato Cérico 74 + 1+ |+ [+ 1+ 1+
41 + |+ |+ |+ |+ |+

Cuadro 11. Presencia de bandas con sus respectivos Rf’s en
el perfil cromatogréafico del extracto hexanico de raices de
frijol cv Negro Querétaro (NQ) inoculado con 15000
huevecillos de N. aberrans poblacion Tecamachalco evaluado
a 15 ddi (fecha 1), 45 ddi (fecha 2), 90 ddi (fecha 3); C =
Tratamiento control, E = Tratamiento experimental; + =
presencia; - = ausencia
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Para detectar efectos del nematodo mas sutiles se elaboraron las graficas de la

figura 16.
A
254 5 2 : :
nm S
n 1 .....
g |\ A4 L/
c H H
-0 - -
fecha 12 3 12 3 12 3 12 3 12 3 12 3
tratamiento C E C E C E
Rf 0.89 0.56 0.44
B
g 2
S o
365 | 5./ .
nm 3 P/ _ /
E : /
0 :
fecha 123 123§ 123 123§ 123 123§ 123 123 5123 123
Tratamiento C E: C E: C E: C E :C E
Rf 0.90 0.82 071 067 031
C
g T
RSC : i
2. : :
o] : :
'E . .
S0 : :
fecha 1 23 1235123 1235123 12 3
tratamiento C E ° C E ° C E
Rf 0.86 0.76 0.41
Figura 16. Variaciones en la intensidad de bandas del perfil
cromatografico del extracto hexanico de raices de frijol cv  Negro

Querétaro inoculado con N. aberrans poblacion Tecamachalco observado
con luz ultravioleta (254 y 365 nm) y revelado con Sulfato Cerico (RSC).
Fecha: 1= 15 ddi; 2= 45 ddi; 3 = 90 ddi. Tratamiento: C= control, E=
experimental
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El nimero y disposicion de bandas del cv Canario se muestran en el cuadro 12
que indica efectos por el nematodo en las bandas 0.89 a 254 nm, 0.31 a 365 nm y
0.41 del revelado con Sulfato Cérico, las deméas bandas tuvieron un comportamiento

similar aparente al de las bandas del cv Negro Querétaro.

Fecha

Cultivar | Observacion Rf 1 2 3
C/|E|C|E|C]|E
0.89 + |- |- |+ |+ |+
254 0.56 + |+ |+ [+ |+ [+
0.44 + |+ |+ |+ |+ |+
CNR 090 |+ |+ [+ [+ |+ |+
0.82 + |+ |+ |+ |+ |+
365 0.71 + 4+ [+ [+ |+ |+
0.67 + |+ |+ |+ |+ |+
031 [+ |- |- |+ |+ |+
0.86 + |+ |+ |+ |+ |+
Sulfato Cerico 074 |+ |+ [+ [+ [+ [+
0.41 + |- |+ |+ |+ |+

Cuadro 12. Presencia de bandas con sus respectivos Rf’s en
el perfil cromatografico del extracto hexanico de raices de
frijol cv Canario (CNR) inoculado con 15000 huevecillos de
N. aberrans poblacion Tecamachalco evaluado a 15 ddi
(fecha 1), 45 ddi (fecha 2), 90 ddi (fecha 3); C = Tratamiento
control, E = Tratamiento experimental; + = presencia; - =
ausencia

La descripcion grafica de estas bandas se muestra en la figura 17.

Se encontraron adelantos de la fecha de pérdida o disminucién de la intensidad
por efecto del nematodo (adelantos de fecha negativos) a los 15 ddi en la banda 0.89 a
254 nm; adelantos de la fecha en que la banda alcanza su mayor intensidad (adelantos
positivos) en las bandas 0.44, 0.56 a 254 nm a 15 ddi y en la mayoria de las bandas a
365 nm y en la 0.86 ambas a 45 ddi del revelado.

La Unica banda que no manifestd efectos por la presencia del nematodo fue la
0.74 del revelado.
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A
254
T 1
5 05 _/ _/
e AV -
fecha 123 123 {123 123: 1 23 123
tratamiento C E C E C E
Rf 0.89 0.56 0.44
B
] 2 : : :
365 o : : :
2 1 ae S o
nm s |/ - /2 Y A B4
c : : : /
-0 . . -
fecha 123 123 123 123 123 123 i123 123 {123 123
tratamiento C E * C E * C E * C E ¢ C E
Rf 0.90 0.82 0.71 0.67 0.31
C
RSC | =2 g E e el
£ : : :
£, : :
fecha 123 123 P12 3 123 1 2 3 12 3
tratamiento C E ) C E * C E
Rf 0.86 0.74 0.41

Figura 17. Variaciones en la intensidad de bandas del perfil cromatografico
del extracto hexanico de raices de frijol cv Canario inoculado con N.
aberrans poblacion Tecamachalco observado con luz ultravioleta (254 y 365
nm) y revelado con Sulfato Cérico (RSC). Fecha: 1= 15 ddi; 2= 45 ddi; 3 =
90 ddi. Tratamiento: C= control, E= experimental

Bandas que mostraron el mismo efecto en ambos cultivares fueron las
pertenecientes al extracto hexanico. La banda 0.41 del revelado del cv Canario no

mostrd el efecto combinado sefialado para el cv Negro Querétaro.
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El comportamiento de las bandas del perfil cromatografico de ambos cultivares

del extracto hexanico se resume en el cuadro del apéndice 21

b) Analisis cromatogréafico de los extractos de acetato de etilo

En el Apéndice 16 se muestran las placas cromatograficas de los extractos de

acetato de etilo.

El perfil cromatografico del cv Negro Querétaro mostro efectos por el nematodo
en las bandas 0.55, 0.34, 0.03 a 365 nm, 0.61, 0.52 del revelado (cuadro 13).

Fecha

Cultivar | Observacion Rf 1 2 3
ClE|C|E]|C|E
0.89 - - |+ |+
254 056 |+ |+ |+ |+ |+ |+
0.44 + |+ |+ |+ |+ |+
0.90 + |+ |+ |+ |+ |+
081 |+ |+ |+ |+ |+ [+
0.73 + |+ |+ |+ |+ |+
0.70 + |+ |+ |+ |+ |+
NQ 365 055 |- |+ |+ [+ ]+ [+
0.34 e I I S I I
0.27 + |+ [+ [+ |+ |+
0.03 e
0.87 + |+ |+ |+ |+ |+
0.77 + |+ |+ |+ |+ |+
066 |+ |+ |+ |+ |+ [+
Sulfato Cérico 0.61 S s T+ T+ [+
0.52 - - -+
0.25 + |+ [+ [+ |+ |+
006 |+ |+ |+ |+ |+ [+

Cuadro 13. Presencia de bandas con sus respectivos Rf’s en
el perfil cromatografico del extracto de acetato de etilo de
raices de frijol cv Negro Querétaro (NQ) inoculado con
15000 huevecillos de N. aberrans poblacion Tecamachalco
evaluado a 15 ddi (fecha 1), 45 ddi (fecha 2), 90 ddi (fecha 3);
C = Tratamiento control, E = Tratamiento experimental; + =
presencia; - = ausencia
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La representacion grafica de estas bandas se muestra en la figura 18.

Bandas que no mostraron efectos por el nematodo fueron la 0.44 y 0.56 a 254
nm, 0.81 a 365 nm, 0.25, 0.66 y 0.76 del revelado.

A
g° :
254 2
nm 3 4 /
E L :
0
fecha 123 123; 123 123 {123 123
tratamiento C E * C E C E
Rf 0.89 0.56 0.44
B
35 | ® 2 ; : :
nm G / —
= A AR R
1= : T C /_ '
0 : : :
fecha 123 123 | 123 123{123 123 i123 123
tratamiento C E C E:i C E {C E
Rf 0.90 0.73 0.70 055
C
2
E /' ;
pe : /
01 :
RSC | & /) /
= : /
0 :
fecha 123 123 123 128 123 123} 123 123 | 123 123
tratamiento C E: cC E C E: C E: C E
Rf 0.87 0.76 0.66 0.61 0.25

Figura 18. Variaciones en la intensidad de bandas del perfil cromatografico
del extracto de acetato de etilo de raices de frijol cv Negro Querétaro
inoculado con N. aberrans poblacion Tecamachalco observado con luz
ultravioleta (254 y 365 nm) y revelado con Sulfato Cérico (RSC). Fecha: 1=
15 ddi; 2= 45 ddi; 3 =90 ddi. Tratamiento: C= control, E= experimental
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Se observan adelantos positivos en las fechas de maxima intensidad de los
tratamientos experimentales a los 45 ddi en las bandas, 0.73 a 365 nm, y 0.87 del
revelado. La banda 0.90 a 365 nm mostré un efecto combinado de incremento en la
intensidad en la primera fecha (adelanto positivo) con permanencia constante en fechas

posteriores pero a un perfil disminuido con respecto al control.
La Unica banda que mostrd disminuciones en su intensidad fue la 0.70 a 365 nm

Las bandas presentes en el perfil cromatografico del extracto con acetato de

etilo de las raices de frijol cv Canario se encuentran especificadas en el cuadro 14.

Fecha

Cultivar | Observacion Rf 1 2 3
C|E|C|E|C|E
.89 -+ - |+ |+
254 .56 + |+ |+ |+ |+ |+
44 + |+ |+ |+ |+ |+
.90 + |+ [+ |+ |+ |+
81 + |+ [+ [+ |+ |+
73 + |+ [+ |+ |+ |+
.70 + |+ [+ |+ |+ |+
365 55 |+ |+ |+ [+ [+ [+
CNR .34 + |+ |+ |+ |+ |+
27 + |+ |+ |+ |+ |+
.03 + |+ [+ |+ |+ |+
.87 + |+ [+ |+ |+ |+
.76 + |+ [+ |+ |+ |+
.66 + [+ |+ [+ [+ |+
Sulfato Cérico 61 N R I IR I
.52 S I T I I
25 + |+ [+ [+ |+ |+
.06 + [+ |+ [+ [+ |+

Cuadro 14. Presencia de bandas con sus respectivos Rf’s en el perfil cromatografico
del extracto de acetato de etilo de raices de frijol cv Canario (CNR) inoculado con
15000 huevecillos de N. aberrans poblacién Tecamachalco evaluado a 15 ddi (fecha
1), 45 ddi (fecha 2), 90 ddi (fecha 3); C = Tratamiento control, E = Tratamiento
experimental; + = presencia; - = ausencia

Se hallaron diferencias entre tratamientos en la 0.89 a 254 nm, la 0.61 y 0.52

reveladas con Sulfato Cérico; todas ellas se hallan presentes en los tratamientos
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experimentales en fechas anteriores a la de los controles donde generalmente aparecen

hasta los 90 ddi.

La figura 19 describe las variaciones en intensidad de las bandas.

A
5" :
254 = :
nm E / _/ : _/
= 0
fecha 123 123 {12 3 23i 123 123
tratamiento C E C E : C E
Rf 0.89 0.56 0.44
B
B 2 ] ] )
° s Lo ..
12 . H H . H .
nm £ 5 ; ;
fecha 123 123° 123 1237 123 123 %123 123
tratamiento C E C E C E C E
Rf 0.90 0.73 0.70 0.55
C
2
© . .
g : E . E
RSC @ 1 ! s
@ ' : A
= : :
0 ; :
fecha 123 123;123 123;123 123;123 123; 123 123
tratamiento C E C E C E" C E C E
Rf 0.87 0.76 0.66 0.61 0.25

Figura 19. Variaciones en la intensidad de bandas del perfil cromatogréafico
del extracto de acetato de etilo de raices de frijol cv Canario inoculado con
N. aberrans poblacion Tecamachalco observado con luz ultravioleta (254 y
365 nm) y revelado con Sulfato Cérico (RSC). Fecha: 1= 15 ddi; 2= 45 ddi; 3
=90 ddi. Tratamiento: C= control, E= experimental.
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Bandas que mostraron adelantos de fecha en la aparicion de su maxima

intensidad (adelantos positivos) fueron, ademéas de las ya mencionadas, la 0.56,
0.44 a 254 nm a 15 ddi; 0.90, 0.73, 0.70 a 365 nm a 15 ddi y las bandas del revelado
0.87, 0.76, 0.61 y 0.25 del reveladoa 45 ddi.La Unica banda que no mostro efectos

por el nematodo fue la 0.66 del revelado. Un resumen del comportamiento de las

bandas de ambos cultivares de este extracto se muestra en el cuadro del apéndice

22

c¢) Analisis cromatogréafico de los extractos de metanol

Las placas cromatogréficas de los extractos de metanol

Apéndice 17.

se muestran en el

Cultivar

Observacion

Rf

[N
N

w

NQ

254

75

.36

.28

+|+|+|+|0O
+|+|+[+|m

18

+|+|+[+|O

+|+|+|+|m

365

.78

44

.30

.25

+ |+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+ |+
++ ||+ |+

.20

+ |+ |+ [+ |+

+ |+ |+ [+ |+

Sulfato Cérico

A7

.66

.61

45

27

18

S N R R
S N R R
S N R P
||+

14

+ |+ [+ [+ +

+ |+ [+ [+ +

Cuadro 15. Presencia de bandas con sus respectivos Rf’s en el perfil
cromatografico del extracto de metanol de raices de frijol cv Negro Querétaro
(NQ) inoculado con 15000 huevecillos de N. aberrans poblacion Tecamachalco
evaluado a 15 ddi (fecha 1), 45 ddi (fecha 2), 90 ddi (fecha 3); C = Tratamiento
control, E = Tratamiento experimental; + = presencia; - = ausencia

El perfil cromatografico del

cv Negro Querétaro mostro

cuatro bandas

observables a 254 nm, cinco a 365 nmy siete reveladas con Sulfato Cérico, sin que se
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encontraran diferencias en el patron de bandas

entre tratamientos del cv Negro

Querétaro en ninguna de las observaciones (cuadro 15).

En la figura 20 se detallan las variaciones en intensidad de estas bandas.

A
g oy~ . P—
254 3 .
nm g — e
€ o0 :
fecha 123 123i 123 123} 123 123} 123 123
tratamiento C E: C E C E : C E
Rf 0.75 H 0.36 H 0.28 0.18
B
%
2 2 _ - H H
2 1 S i _ E_/
(7] ‘ H H
365 2 : :
am : :
fecha 123 123 123 123 5123 123 5123 123 5123 123
Tratamiento C E i C E {C E i C E :C E
Rf 0.78 044 030 0.25 0.20
C
RSC g 2
- A VA _ oAV L
[J] - .. - R H H
E 0 H H
fecha 123 123} 123 124 123 123 123 123i123 123 1123 123} 123 123
tratamiento C E * C E C E* C E "C E "C E"C E
Rf 0.77 0.66 0.61 0.45 0.27 0.18 0.11

Figura 20. Variaciones en la intensidad de bandas del perfil cromatogréafico
del extracto de metanol de raices de frijol cv Negro Quereétaro inoculado con
N. aberrans poblacién Tecamachalco observado con luz ultravioleta (254 y
365 nm) y revelado con Sulfato Cérico (RSC). Fecha: 1= 15 ddi; 2= 45 ddi; 3
= 90 ddi. Tratamiento: C= control, E= experimental
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Retrasos en la fecha de aparicion de la méaxima intensidad de la banda de los
tratamientos experimentales respecto a sus controles se detectaron en en las bandas
0.75 a 254 nm, 0.30 a 365 nm vy se referira a ellos como retrasos positivos para
diferenciarlos de aquellos que muestran un decremento en la intensidad de la banda en
fechas posteriores a los que ocurren en los tratamientos controles.

Adelantos de fecha positivos ocurrieron en las bandas 0.18 a 254 nm, 0.25,
0.20 a 365 nm; 0.77, 0.66 y 0.18 del revelado; la banda 0.27 de esta misma placa mostro
un efecto combinado de disminucon de la intensidad a 15 ddi  seguido de un réapido
incremento a los 30 ddi que supera la intensidad presente en la banda del tratamiento
control, aunque el efecto no es sostenido; es posible que esto sea resultado de un
mecanismo de defensa de la planta ante la presencia del nematodo.

En la misma placa del revelado se encontr6 también a la banda 0.11 que mostré
un perfil menor en la intensidad en el tratamiento experimental que su equivalente en
el control, este efecto podria ser considerado de disminucion o decremento.

Bandas que no mostraron cambios en sus patrones de intensidad fueron la 0.36,
0.28 a 254 nm, 0,78, 0.44 a 365 nm, 0,61, 0.45 del revelado

El ndmero, disposicion y variacion de las bandas presentes en el perfil
cromatogréfico del cv Canario se muestran en el cuadro 16 y en la figura 21

Se observaron efectos del nematodo en las bandas 0.28 a 254 nm a 45 ddi; 0.61,
0.45 y 0.27 del revelado a 45 ddi, todas mostraron adelantos de fecha positivos con
intensidades finales igual a las del control, excepto la banda 0.27 que fue mayor, por lo

que es posible que sea resultado de un mecanismo de defensa.
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Fecha
Cultivar | Observacién Rf 1 2 3
C|E|C|E|C|E
0.75 + |+ |+ |+ |+ [+
254 0.36 + |+ [+ [+ |+ |+
0.28 - - -+
018 |+ |+ |+ |+ |+ |+
078 |+ |+ |+ |+ |+ |+
0.44 + |+ |+ |+ |+ |+
365 030 [+ [+ [+ [+ [+ [+
CNR 025 |+ [+ |+ [+ [+ |+
020 |+ |+ |+ |+ |+ [+
0.77 + |+ [+ |+ |+ |+
066 |+ |+ |+ |+ |+ |+
0.61 I N O T S
Sulfato Cérico 0.45 N R IR PR I I
0.27 I N O T S
0.18 + |+ [+ |+ |+ |+
011 |+ |+ |+ |+ |+ [+

Cuadro 16. Presencia de bandas con sus respectivos Rf’s en el
perfil cromatografico del extracto de metanol de raices de frijol
cv Canario (CNR) inoculado con 15000 huevecillos de N.
aberrans poblacion Tecamachalco evaluado a 15 ddi (fecha 1), 45
ddi (fecha 2), 90 ddi (fecha 3); C = Tratamiento control, E =
Tratamiento experimental; + = presencia; - = ausencia
Otras bandas con adelantos de fecha positivos que pueden apreciarse en la
figura 21 fueron la 0.89, 0.56, 0.44 a 254 nm a 45 ddi; la 0.25 a 365 nm a 15 ddi.
Algunos tratamientos experimentales de este cultivar que mostraron incrementos
en la intensidad de las banda con respecto a sus controles fueron la 0.18 a 254 nm a 45
ddi, la 0.30, 0.20 a 365 nm a 15 ddi las cuales tienden a disminuir su intensidad en
fechas posteriores.

Bandas sin cambios en sus patrones de intensidad entre tratamientos fueron la

0.78, 0.44 a 254 nm.
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Figura 21. Variaciones en la intensidad de bandas del perfil cromatogréafico del
extracto de metanol de raices de frijol cv Canario inoculado con N. aberrans
poblacién Tecamachalco observado con luz ultravioleta (254 y 365 nm) y revelado
con Sulfato Cérico (RSC). Fecha: 1= 15 ddi; 2= 45 ddi; 3 = 90 ddi. Tratamiento:
C= control, E= experimental

El comportamiento de las bandas en los perfiles cromatograficos del extracto de

metanol de ambos cultivares se resumen en el cuadro del apéndice 23, y un resumen del
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numero de cada uno de los tipos de efectos provocados por el nematodo en el patron de

intensidad de bandas de los perfiles cromatogréficos de todos los extractos de ambos

cultivares se muestran en el cuadrol?.

Efecto Hexano Acetato de Metanol Total
etilo
NQ | CNR | NQ | CNR | NQ | CNR | NQ | CNR
Sin cambio 8 1 6 - 6 2 20 3
Adelanto (+) 1 7 4 12 5 12 10 31
Adelanto (-) 1 2 - - 2 - 3 2
Retraso (+) -- -- - - 1 - 1 --
Retraso (-) - - - -- 1 -1 1 --
Disminucion | -- 1 - - - - -- 1
Incremento -- -- -- - 1 1 1 1
Interrupcion | -- -- -- - - -- -- --
Combinado 1 - - - - -- 1 --
Q)
Combinado - - 2 - - |- 2 --
(1))
Total 11 11 12 12 16 16 39 39

Cuadro 17. Namero total de cambios por efecto del nematodo en la

intensidad de las bandas del perfil cromatografico de tres extractos

de raiz de los cultivares de frijol Negro Querétaro (NQ) y Canario

(CNR) inoculados con N. aberrans poblacion Tecamachalco.

El nimero de bandas visualizados en cada uno de los perfiles cromatograficos

de los extractos en este estudio, fue muy similar al obtenido en el estudio homdlogo

realizado en los cultivares Negro Querétaro y Azufrado inoculados con la poblacion

Chapingo de N. aberrans (experimento 2), siendo el perfil cromatografico del extracto

de metanol el que presento el mayor nimero de bandas. No hubo coincidencias en los

valores de corrimiento de las bandas en ninguno de los perfiles lo que indica la
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presencia de compuestos diferentes debido a que las condiciones experimentales de

ambos estudios fueron completamente distintas.

El cv Negro Querétaro presentd un mayor nimero de bandas sin cambios que
el cv Canario, pero el principal efecto del nematodo en ambos cultivares fue el adelanto
de fecha en la aparicion de maxima intensidad de la banda (adelantos positivos) lo que
sugiere que  hay una mayor concentracion de compuestos como resultado de la
aceleracion de los procesos metabdlicos asi como activacion de algunas rutas de
sintesis que probablemente se activan en la planta cuando es parasitada por el

nematodo.

Diversos autores han documentado los efectos de los nematodos Meloidogyne
spp. sobre varios aspectos de la fisioldgia y bioguimica de la planta (Taylor y Sasser,
1983; Wilcox-Lee y Loria, 1987; Wallace, 1987); plantas infectadas con N. aberrans
muestran mayor déficit de agua, reduccion de la conductancia estomatica, incremento
de la temperatura de la hoja, disminucion de la fotosintesis y reduccion significativa de
su biomasa, lo que indudablemente es un reflejo de las alteraciones que el nematodo
provoca en el metabolismo de la planta (Rojas et al., 1993; Zavaleta-Mejia et al.,
1995)

La banda 0.27 a 15 ddi del revelado del extracto de metanol de ambos
cultivares mostr6é un incremento de intensidad y consecuentemente de compuestos a 45
ddi, que superaron la de los tratamientos control; es posible que en esta banda se
encuentren compuestos que son sintetizados en respuesta al establecimiento del
nematodo. Otras bandas con este efecto pero que no mantienen la intensidad en fechas
posteriores fueron 0.20 y 0.30 a 365 nm.

Si existen compuestos que jueguen un papel en la resistencia de la planta a las
poblaciones de nematodos en los cultivares aqui analizados, deben buscarse en este tipo
de bandas, sobre todo en aquellas que se manifiestan en la primer fecha y/o que se

incrementan y mantienen a altos niveles en las fechas de estudio subsiguientes.

El presente estudio es preliminar sobre los efectos que N. aberrans causa en la
quimica de la raiz y por lo tanto no se determind la naturaleza de los compuestos
presentes en cada una de las bandas; es dificil detectar con la simple observacion bajo
luz ultravioleta o con el revelado la presencia de compuestos de un mismo grupo ya que

pueden distribuirse en diferentes bandas a lo largo del cromatograma y una banda puede
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tener diferentes compuestos, sin embargo algunos compuestos que seguramente podran
encontrarse son los flavonoides que fluorescen a 254 y 365 nm con colores amarillo,
verde, o azul. Las isoflavonas que son comunes en la familia Leguminosae y algunas de
ellas aumentan sus niveles cuando el frijol es atacado por hongos fitopatégenos o
nematodos agalladores de la raza 3 de Meloidogyne incognita, es incolora al igual que
los terpenoide y no puede detectarse por este método. Otros compuestos fendlicos como
son los fenilpropanoides pueden ser detectados por su color o fluorscencia en luz UV.
Los taninos pueden ser detectados a 365 nm como bandas rojo-violeta, azul y verde
(Harborne, 1984; Soriano y Medina, 1989; Waterman, 1994; Besby et al, 2002;
Carpentieri-Pipolo et al., 2005)

El aislamiento y caracterizacion de bandas por métodos mas sensibles
posiblemente muestre la presencia de fenilpropanoides y otros compuestos fenolicos
implicados en el reforzamiento de la pared celular como serian suberina, lignina y/o
cutina que se sabe ocurren en interacciones con el nematodo Meloidogyne spp y de
otros que se hallan presentes en los tejidos vegetales en forma de glicésidos con baja
actividad fisiolégica y bioguimica que cuando son degradados por glicosidasas, como
las presentes en la saliva de los nematodos, pueden dar origen a fenoles libres
fisiologicamente activos (Kosuge, 1969; Rohde, 1972; Singh y Choudhury, 1973;
Huang, 1985b; Nicholson y Hammerschmidt, 1992; Sepulveda-Jiménez et al., 2003).

El estudio histolégico realizado en estos cultivares (experimento 1) mostrd que a
45 ddi el nematodo se encuentra ya establecido en cavidades lignificadas en la raiz del
frijol y que a los 60 ddi posiblemente detuvo su desarrollo, hecho que se confirmo en el
estudio de reproduccion respectivo finalizado a 105 ddi (experimento 5). Al respecto, se
ha reportado que en plantas resistentes a nematodos hay acumulacion de productos que
tienen efectos en el desarrollo y viabilidad del parasito incluso desde los inicios de la
interaccion (Hung y Rohde, 1973; Kaplan et al., 1980a, b; Huang, 1985b; Huang y
Baker; 1991).

Se han encontrado diferencias en la concentracion promedio de compuestos
fenolicos entre cultivares de tomate susceptibles y resistentes a Meloidogyne incognita
(Hung y Rohde, 1973; Singh y Choudhury, 1973) asi como de aumentos en la actividad

de la fenilalanina amonio liasa, enzima implicada en su sintesis (Huang, 1985b).

Los resultados aqui obtenidos no indicaron diferencias en los perfiles

cromatograficos que permitieran la distincién entre cultivares, aunque si confirman la
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apreciacion  obtenida en el experimento anterior de que el metabolismo de los
cultivares de frijol son afectados de manera distinta por el nematodo posiblemente como
resultado de diferencias fisioldgicas entre ellos.

El efecto de los nematodos en el metabolismo secundario de la planta ha sido
poco estudiado, y particularmente se ha enfocado sobre aislamiento de compuestos
presentes en plantas resistentes al parasito, o bien en aquellos que por sus efectos
nematicidas puedan ser utilizados como medidas integrales de control (Chitwood,
2002). El presente estudio es el primero que se realiza sobre las alteraciones que N.

aberrans provoca en el metabolismo secundario de una planta cultivada.
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4.4. Experimento 4. Reproduccion de N. aberrans poblacion Chapingo en seis

cultivares de frijol

Los diversos cultivares confrontados con ambas poblaciones del nematodo
mostraron raices pivotantes muy similares entre si, altamente ramificadas desde su origen

y con abundantes raices secundarias y terciarias.

La tincion de las raices detecto la presencia de nematodos en el interior de las
mismas en un estado de desarrollo correspondiente al tercer o cuarto estadio, en ligeros
engrosamientos de la raiz que no constituian una verdadera agalla (figura 22A), junto a
estas raices se encontraron otras obscurecidas y/o aparentemente secas en las que se
visualizaban los sitios de establecimiento del nematodo, aunque se desconoce si aun el

parasito se mantenia con vida (figura 24 A en pagina 110).

Las raices de los cultivares confrontados con la poblacién del nematodo procedente
de Chapingo no mostraron agallamiento ni reproduccion del nematodo a los 105 dias
después de inoculadas (ddi), por lo que no fue posible calcular el indice de agallamiento y
el factor de reproduccién respectivos y en su lugar se contabilizdé el numero total de
nematodos presentes por sistema de raiz; los resultados obtenidos se muestran en el

cuadro 18 yen la figura 22.

AZF CNR EJT FM* JMP NQ
MEDIA** 1162.67 935.67 136 126.67 | 384.67 200
VARIANZA 210297.0 | 1.1x 10" | 1641 | 2121.33 | 28940.3 | 27516.0
DESVIACION
STANDARD 458.58 1047.91 | 40.51 46.06 | 170.12 | 165.88
MINIMO 718 144 96 82 269 84
MAXIMO 1634 2124 177 174 580 390
RANGO 916 1980 81 92 311 306
COEFICIENTE 39.44 112 29.79 36.36 44.22 82.94
DE VARIACION

Cuadro 18. Estadisticos basicos del niUmero de juveniles presentes a 105 dias después de
inoculados con 4000 huevecillos de N. aberrans poblacion Chapingo en seis cultivares de
frijol (P. vulgaris). NQ = Negro Querétaro; AZF = Azufrado; CNR = Canario; EJT =

Ejotero; FM = Flor de Mayo; JMP = Jamapa. *Datos sesgados. **Promedio de tres plantas
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NuUumero de nematodos

Figura 22. Numero de nematodos presentes por
sistema de raiz en cultivares de frijol inoculados
con 4000 huevecillos de N. aberrans poblacion
Chapingo a 105 dias después de la inoculacion. AZF
= cv Azufrado, CNR = cv Canario, EJT = cv
Ejotero, FM = cv Flor de Mayo, JMP = cv Jamapa,
NQ = cv Negro Querétaro; valor promedio de tres
repeticiones

El estudio de penetracion fue realizado inoculando a las plantas con juveniles
segundo estadio (J,) de la poblacién Chapingo. En todos los cultivares confrontados con el
nematodo se encontré que hubo penetracion en la zona de crecimiento de la raiz, a corta
distancia del apice mas alla de la zona de la caliptra y en la zona de elongacion, en algunas
raices se encontraron grupos de nematodos lo que sugiere que hubo penetracién
simultanea, estos hechos son similares a los reportados por diversos autores en tomate,
chile y remolacha (Prasad y Webster, 1967; Castillo, 1982; Inserra et al., 1985).

En el interior de la raiz los nematodos se desplazaron de manera ondulante y
paralela al cilindro vascular; no se observaron huellas de lesiones que el nematodo dejara
a su paso por el tejido cortical. La figura 24 C revela la presencia del nematodo en las

raices de frijol a tres dias después de inoculadas.

Los estadisticos basicos del nimero de nematodos presentes a 2 y 3 ddi se

muestran en el cuadro 19 y su descripcién grafica en la figura 23.
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Cultivar | ddi | Media* | Varianza | Desviacion | Min Max | Rango CVv
estandar

AZF 2 27.00 1000.33 31.63 1 62 61 0.88
3 114.00 | 15067.00 122.75 17 252 235 0.94

CNR 2 i B el I
3 158.33 | 21122.30 145.34 58 325 267 1.15
EJT 2 32.33 86.33 9.29 22 40 18 -0.83
3 82.00 6652.00 81.56 30 176 146 1.20

FM 2 0.33 0.33 0.58 0 1 1 1.22
3 82.00 589.00 24.27 55 102 47 -0.84

JMP 2 0.33 0.33 0.58 0 1 1 1.22
3 15.67 226.33 15.04 0 30 30 -0.28
NQ 2 54.00 427.00 20.67 31 71 40 -0.84
3 115.00 1687.00 41.07 69 148 79 -0.90

Cuadro 19. Estadisticos basicos del numero de juveniles (J;) de Nacobbus
aberrans poblacion Chapingo en diversos cultivares de frijol (P. vulgaris) a
dos y tres dias después de inoculados (ddi) con 2000 juveniles. "Promedio de
tres plantas, ddi = dias después de inoculadas; NQ = Negro Querétaro; AZF
= Azufrado; CNR = Canario; EJT = Ejotero; JMP = Jamapa

Se observa que a 3 ddi el numero promedio de nematodos es mayor que en la
primera fecha; todos los cultivares mostraron valores de dispersion altos, sobretodo a los
3 ddi. En la primera fecha los cultivares Flor de Mayo y Jamapa mostraron el menor
numero de nematodos en sus raices y esta tendencia aparentemente se mantiene en el cv

Jamapa en la segunda fecha. Negro Querétaro es el cultivar con el mayor nimero
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promedio de nematodos penetrados en ambas fechas.

nematodos presentes en las raices del cv Canario en la primera fecha.

NUumero de nematodos

NUumero de nematodos
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Figura 23. Nomero de nematodos presentes
por sistema de raiz en cultivares de frijol
inoculados con 2000 juveniles (J;) de N.
aberrans poblaciéon Chapingo a (A) 2y (B) 3
dias después de la inoculacién. AZF cv
Azufrado, CNR = cv Canario, EJT cv
Ejotero, FM = cv Flor de Mayo, JMP = cv
Jamapa, NQ = cv Negro Querétaro; valor
promedio de tres repeticiones. El cv Canario en
la primer fecha no fue determinada

No fue medido el nimero de

El analisis de varianza mostrado en el Apéndice 21 no sefiala diferencias

estadisticamente significativas entre cultivares pero si entre fechas.
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Los porcentajes de penetracion de nematodos con respecto al tamafio del indculo

aplicado fueron bajos (Cuadro 20) y no fueron mayores al 3 y 9% para la primera y

segunda fecha respectivamente, con un incremento notable en esta ultima.

CULTIVAR | DDI NUMERO DE J,/ PROPORCION | PENETRACION

SISTEMA DE RAIZ* (%)

IJMP 2 0.33 0.02
47.58

3 15.70 0.87

FM 2 0.33 0.02
2485

3 82.00 455

EJT 2 33.00 1.80
2.47

3 81.50 4.52

NQ 2 54.00 3.00
2.13

3 115.00 6.40

AZF 2 27.00 1.50
4.27

3 115.00 6.40

CNR 2

3 158.40 8.80

Cuadro 20. Numero promedio de juveniles (J;) de Nacobbus aberrans

poblacién Chapingo en diversos cultivares de frijol (P. vulgaris) a dos y tres

dias después de inoculados (ddi) con 2000 juveniles. "Promedio de tres plantas
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Los resultados sugieren que no obstante el nimero de nematodos que penetran al
frijol es muy bajo en las primeras horas, en los dias siguientes la penetracion continla y

alcanzan valores altos.

Como ya se sefiald con anterioridad, Jamapa y Flor de Mayo fueron los cultivares
con el menor numero de nematodos y por lo consiguiente con los menores porcentajes de
penetracion; sin embargo, fueron los que tuvieron los incrementos més altos, resultando
respectivamente 48 y 248 veces mas nematodos a los 3 ddi con respecto a los presentes a
los 2 ddi

La ausencia de agallamiento y reproduccién del nematodo, asi como la presencia de
estados juveniles avanzados en el interior de las raices a 105 ddi podria sugerir que los
cultivares empleados en este estudio son resistentes a N. aberrans, pero también podria
pensarse que el nematodo no tiene al frijol como hospedero, tal como ocurre con una
poblacion poblana de N. aberrans incapaz de crecer, agallar y reproducirse en 10 genotipos
de frijol comparada con una de Zacatecas que se reproduce bien en los mismos

genotipos (Hernandez, 2001).

Por otra parte, es muy posible que la detencién del desarrollo del nematodo
obedezca a razones propias de su fisioldgia o a las condiciones ambientales, es decir que
sea la manifestacion del fendmeno de diapausa que ha sido documentado por varios
autores (Clark, 1967; Inserra et al., 1983; Cristdbal et al.,2001a); sin embargo, se descarta
esta posibilidad pues los experimentos fueron establecidos en condiciones de invernadero,
en la parte fria del afio; por otro lado, a fines del mes de octubre se realiz6 un muestreo y
colecta de material (ver material y métodos) en los campos agricolas de Chapingo donde

se detectaron quenopodios y verdolagas agalladas con hembras reproductivas.

Es mas factible que la accion de factores presentes en el frijol actien como
factores estresantes sobre la fisiologia del nematodo obligandolo a entrar en quiescencia y

asi poder sobrevivir hasta el siguiente ciclo de siembra (Cristobal-Alejo et al., 2001a).

Los cultivares de frijol probados en el estudio de reproduccién mostraron
penetracion diferencial del nematodo, lo que sefiala la variacion que existe en frijol para
ser penetrados por el nematodo; se desconoce si hubo posterior salida de los J, como se
ha observado que ocurre en interacciones involucrando a Meloidogyne incognita y

cultivares resistentes de soya (Herman et al., 1991)
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Los mecanismos de resistencia se manifiestan desde el abandono de las raices por
los juveniles hasta su muerte por respuesta hipersensible de la planta, asi como grados
variables de disminucion del crecimiento o detencion del desarrollo (Pedrosa et al., 1996b;
Sydenham et al., 1996; Choi et al., 1999). Cualquiera que sea el mecanismo de resistencia
presente en frijol, los estudios de penetracién indican que éste es del tipo postinfectivo y
no actda inmediatamente después de la penetracion, ya que los nematodos siguen entrando
en mayor numero dias después de inoculados, y posiblemente se activen cuando el

nematodo se establece en la raiz.

La poblacién de N. aberrans procedente de Chapingo se consideraba incapaz de
reproducirse en frijol aunque s6lo se habia probado en el cultivar Negro Querétaro
(Toledo, 1990; Toledo et al., 1993), los resultados del presente estudio confirman que aun
cuando no se reproduce en éste y en los cultivares Azufrado, Canario, Ejotero, Jamapa y
Flor de Mayo, la poblacion Chapingo del nematodo tiene la capacidad de penetrar en las
raices y mantenerse ahi. Céspedez et al, (1998) consideran como no hospederas eficientes
a las plantas que no se agallan pero en las que si hay penetracién excesiva y

establecimiento pero no desarrollo ni reproduccion del nematodo.
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Figura 24. Presencia de N. aberrans poblacion Chapingo (A) y poblacion Tecamachalco (B) en raices de
frijol cv Querétaro Negro a 105 d.d.i.; (C) juveniles segundo estadio (J,) de N. aberrans poblacién
Chapingo a 3 d.d.i en cv Querétaro negro; (D) sitios de lesion de N. aberrans poblacion Chapingo en
raices de frijol cv Querétaro negro a 105 d.d.i; (E) raices de frijol cv Canario mostrando agallas y sitios de
lesion de N. aberrans poblacion Tecamachalco a 105 d.d.i; (F) agalla igual que en (E); cch = células
corticales hipertrofiadas, cx = cortex, hv = haz vascular, mh = masa de huevecillos, n = nematodo, rs =

raiz suplementaria, sl = sitio de lesion.
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4.5. Experimento 5. Reproduccion de N. aberrans poblacién Tecamachalco

en dos cultivares de frijol

La poblacion Tecamachalco de N. aberrans no se reprodujo ni provocé
agallamiento en las raices del cv Negro Querétaro, tal como se esperaba de la
informacién bibliografica (Toledo., 1989; Toledo et al., 1993; Hernandez, 2001);
contrariamente a lo esperado con el cv Canario, del cual se ha reportado que es
susceptible a esta poblacién (Silva-Jaramillo, 1989); sin embargo, en el presente estudio
el factor de reproduccion y el indice de agallamiento en este cultivar fue cercano a cero

ya que se encontraron muy pocas agallas y masas de huevecillos.

La tincion de las raices revel6 la presencia de estadios juveniles avanzados del
nematodo en raices secundarias y terciarias de ambos cultivares (figura 24B), muy
similares a los encontrados en los cultivares parasitados por la poblacién Chapingo, con
raices con diferentes grados de lesion, algunas de las cuales se mostraban secas o con
un color pardo como posible resultado de procesos de oxidacion pero mantenian la
estructura hiperplésica que resguardaba al nematodo (figura 24E).

El nimero de agallas presentes en las raices del cv Canario fue de 1 a 2 por
planta, con una longitud de 3 a 5 mm, y con algunas raicillas suplementarias; en
algunos casos con pequefias masas gelatinosas con 100 a 300 huevecillos cada una, por
lo que el valor del factor de reproduccién fue cercano a cero (figura 24E, F); este
material fue fijado y preparado para estudios histoldgicos e histoquimicos

complementarios al experimeto 2.

Los parametros estadisticos basicos del nimero de juveniles de N. aberrans
poblacion Tecamachalco presentes en las raices de ambos cultivares de frijol al final

del experimento (105 ddi) se muestran en el cuadro 21 y en la figura 25.

Ambos cultivares mostraron valores de dispersion altos, principalmente en el
cv Negro Querétaro, con una media numericamente mayor en el cv Canario lo que
sugiere cautela en la interpretacion de los resultados. El analisis de varianza para esta
variable se muestra en el Apéndice 22 y no mostrd diferencias significativas entre

cultivares.
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estadistico
Coeficiente
Cultivar Varianza | Desviaciéon | Minimo | Maximo | Rango de
variacion
estandar
CNR 2877.67 | 264252.0 514.06 2424 3436 1012 17.86
NQ 2366.33 | 273 x 10° 1651.99 816 4104 3288 69.81

Cuadro 21. Estadisticos basicos del nimero de juveniles presentes a 105
dias después de inoculados con 15000 huevecillos de N. aberrans
poblacién Tecamachalco en dos cultivares de frijol (P. vulgaris). CNR =
Canario; NQ = Negro Querétaro. * Promedio de 3 plantas.
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Figura 25. NUumero de nematodos presentes por
sistema de raiz en cultivares de frijol
inoculados con 15000 huevecillos de N. aberrans
poblacién Tecamachalco a 105 dias después de
la inoculacion. NQ = cv Negro Querétaro, CNR
= cv Canario; valores promedio de tres
repeticiones

La poblacion Tecamachalco ha sido reportada que se reproduce en los cultivares
Canario 107, Canario 108711, Puebla 458 y Black Valantine (Silva-Jaramillo, 1989;

Zamudio et al., 1990), mientras que los cultivares Bayo INIFAP, Bayo Macentral, Flor

de Mayo, Flor de Mayo M38, Negro San Luis y Rio Grande han mostrado que no son

hospederos de esta poblacion (Hernandez, 2001). En otros cultivares como Amarillo
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Calpan, Negro Puebla y Negro Querétaro los resultados no son concluyentes ya que
Silva-Jaramillo (1989) y Toledo (1990) consideran que si se reproducen en dichos

cultivares mientras que Hernandez (2001) afirma lo contrario.

El cv Canario presento algunas agallas con hembras adultas de N. aberrans
poblacién Tecamachalco que comenzaban a depositar huevecillos a los 105 ddi lo que
sugiere por un lado que el ciclo de huevecillo a huevecillo de los nematodos de esta
poblacion dura mas de 100 dias en frijol, y por otra parte son evidencias de la existencia
de individuos en la poblacion Tecamachalco que son capaces de crecer y reproducirse
en este cultivo, y que se mantienen como restos del potencial que posiblemente tenia
esta poblacion cuando fue colectada por primera vez ya que tiene tiempo de haber sido
obtenida y se ha mantenido desde entonces en invernadero y no ha sido renovada, lo
que tal vez a disminuido su patogenicidad, tal como se ha observado sucede en
poblaciones de Meloidogyne spp. en tales condiciones (Roberts, 1995), por lo que
cualquier inferencia que pudiera hacerse con respecto a la poblacién o a los cultivares
empleados debe tomarse con reserva.

La poblacion Tecamachalco de N. aberrans no puede reproducirse en el cultivar
Negro Querétaro, pero presentd una invasion muy alta de juveniles en raices hasta
terciarias. Toledo (1990) considerd a este cultivar como una planta diferencial para la
separacion de razas ya que poblaciones poblanas del nematodo, incluida Tecamachalco,
pueden desarrollarse en él mientras que poblaciones procedentes de Actopan, Cuautla y

Chapingo no lo hacen.

Considerando que la resistencia se define como la capacidad de una planta para
detener, inhibir o retrasar el desarrollo o reproduccion de un nematodo (Rhode, 1972;
Huang, 1985b; Canto, 1985) podria calificarse a los cultivares Canario y Negro
Querétaro como resistentes a la poblacion Tecamachalco de N. aberrans, sin embargo,
como ya se menciond con anterioridad hay que tener cautela con esta aseveracion
debido a que el inéculo empleado no fue actualizado. Por otra parte, el cv Canario fue
considerado como susceptible a la poblacion Tecamachalco por Silva —Jaramillo (1989),
por lo que esta aparente contradiccién en los resultados haya sido debido a que el
cultivar empleado en el presente estudio fue criollo y no mejorado (ya descartado del

mercado) como el probado por Silva — Jaramillo (1989).
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V. DISCUSION GENERAL

Los experimentos llevados a cabo en el estudio de reproduccion mostraron que
la poblacion Chapingo de N. aberrans no se reprodujo en ninguno de los cultivares de
frijol con los que fue confrontada, aunque si penetra y se establece en sus raices,
mientras que la poblacion Tecamachalco no se reproduce en el cv Negro Querétaro,
aunque lo hace parcialmente en el cv Canario donde forma agallas y sincicios bien
desarrollados después de 105 ddi. Ambas poblaciones causan las mimas alteraciones
histopatoldgicas en los cultivares Negro Querétaro y Canario a 15, 45 y 90 ddi, y
afectan la intensidad de las bandas que se obtienen en los perfiles cromatogréaficos de
los extractos de la raiz de los cultivares de frijol empleados, lo que sugiere por un lado
que el nematodo afecta el metabolismo de la raiz y por otro, la existencia de

diferencias fisiologicas entre las poblacidnes del nematodo.

Las generalizaciones obtenidas del estudio histoldgico y reproductivo sefialan
que los cultivares de frijol utilizados en el presente estudio son resistentes a ambas
poblaciones de N. aberrans. Diversos autores han observado que la resistencia en frijol
y soya a Meloidogyne spp. se manifiesta como una inhibicién del crecimiento y
desarrollo de la hembras (Omwega y Roberts, 1992; Mojtaheda et al., 1995; Pedroza et
al.; 1996b). Si efectivamente los cultivares de frijol empleados en este estudio son
“resistentes” o “no huéspedes eficientes” (Céspedez et al, 1993) se podria considerar
que lo son por inhibicién del desarrollo del nematodo por mecanismos postinfectivos,
ya que hay penetracion y establecimiento del nematodo sin reproduccion en los

cultivares empleados en este estudio

Las bases genéticas de la resistencia a nematodos fitoparasitos han sido
determinadas en numerosos cultivos (Fassuliotis, 1987; Omwega et al., 1989; Roberts,
1992). Para el frijol se ha detectado la presencia de dos mecanismos genéticos de
resistencia contra el nematodo nodulador Meloidogyne spp, uno determinado por dos o
mas genes recesivos que confieren resistencia contra las razas 2, 3 y 4 de Meloidogyne
incognita y otro determinado por un gen dominante que confiere resistencia contra la
raza 1 de M. incognita, M. javanica y las razas 1 y 2 de M. arenaria por lo que es
posible que en el germoplasma de frijol que hay en nuestro pais se encuentren
mecanismos de resistencia a Nacobbus aberrans similares y que en los cultivares
ensayados en el presente estudio, el mecanismo de resistencia manifestado tal vez sea

el mismo pero con diverso grado de intensidad.
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N. aberrans tiene un alto nimero de hospederos (Cornejo, 1977; Inserra et al.,
1985; Zamudio et al., 1990; Manzanilla et al., 2002) y existe una gran variabilidad
entre y dentro de sus poblacidnes tanto morfolégica como posiblemente fisioldgica, tal
que se ha propuesto la existencia de razas fisiologicas o patotipos (Inserra et al., 1985;
Costilla, 1992; Jatala, 1993; Toledo et al., 1993; Cid del Prado et al., 1997; Manzanilla-
Lépez et al., 2002).

La presencia de razas en las poblaciones de N. aberrans en México no ha sido
esclarecida del todo (Manzanilla et al., 2002), y con respecto al frijol, s6lo la poblacién
procedente de Zacatecas ha probado su capacidad para crecer en algunos cultivares
(Hernandez, 2001); sin embargo, se estd aln lejos de tener una certeza sobre la
presencia de una verdadera raza frijolera del nematodo.

La poblacion Tecamachalco empleada en el presente estudio fue colectada en
dicha region donde se realizaron evaluaciones que confirmaron que puede reproducirse
en el cultivar de frijol Canario (Silva-Jaramillo, 1989) aunque en el presente estudio la
reproduccion en dicho cultivar fue casi nula, es muy posible que sea debido a que el
inculo empleado méas que una poblacion debe ser considerada como un aislado cuyo
mantenimiento bajo condiciones de invernadero por mucho tiempo en la ENCB alterd
su capacidad parasitica; sin embargo, la presencia de genotipos del nematodo que
forman agallas y se reproducen, aunado a la capacidad que tienen de formar sincicios
bien desarrollados que ocupan mas del 50% del volimen de la agalla, permiten
considerar que la poblacion original fue capaz de crecer bien en frijol, y que los
resultados que encontré Hernandez (2001) se deben a que actualmente las condiciones
agricolas de la zona de Tecamachalco han cambiado.

La presencia del nematodo y su efecto en la raiz de los cultivares estudiados se
manifiestd como cambios en la intensidad de las bandas en el perfil cromatografico de
los extractos, algunos desde la primera fecha de estudio, lo que sugiere que desde el
inicio de la interaccion de la planta con el nematodo hay alteraciones metabolicas que
se manifiestan en aumentos y decrementos en la sintesis y acumulacion de
compuestos; varios estudios han demostrado que la presencia de N. aberrans en plantas
infectadas disminuye la conductancia estomatica, la temperatura de la hoja, la
fotosintesis y los niveles de algunos elementos minerales (Hernandez, 1990; Rojas et
al, 1993; Zavaleta-Mejia et al, 1995; Cristobal-Alejo et al, 2001b). Las generalizaciones
obtenidas de los resultados obtenidos en el estudio fitoquimico concuerdan con lo
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mencionado por varios autores que consideran que el nematodo provoca una serie de
cambios en varios aspectos del metabolismo de la planta (Taylor y Sasser, 1983;
Hussey, 1985).

Una observacion notable en los resultados es la coincidencia que existe entre la
presencia de bandas que aumentan su acumulacion en la segunda fecha de la
interaccion frijol — nematodo de la poblacion Tecamachalco con la lignificacion que
ocurre en las células que rodearon las cavidades en las que se encontré el nematodo.
Giebel (1970 citado por Giebel 1982) ha documentado la formacion de lignina en
raices de papa resistentes a Globodera rostochiensis como resultado de un incremento

en la actividad oxidasa de algunas enzimas.

El tiempo de duracion del ciclo de vida de N. aberrans ha sido documentado y
dependiendo del huésped y de la temperatura, a 25 °C dura 30 dias en remolacha
(Inserra et al, 1985) y 36 dias en jitomate (Prasad y Webster, 1967); Jatala (1985)
menciona que en papa dura de 25 a 50 dias. Castillo (1982) hizo un estudio
histopatol6gico y encontré hembras inmaduras formando el sincicio a 30 ddi y hembras
depositadoras de huevecillos, con sincicios bien desarrollados a 60 ddi en chile.
Manzanilla-Lépez et al., (2002) mencionan que en general el ciclo de vida de este
nematodo dura de 28 a 95 dias. La longitud del ciclo de vida de N. aberrans varia
dependiendo de la temperatura y del huésped (Prasad y Webster, 1967; Inserra et al.,
1983).

En el presente estudio los resultados sefialan que el ciclo de vida de los pocos
individuos de la poblacion Tecamachalco de N. aberrans que fueron capaces de
reproducirse en el cultivar de frijol Canario se alarga, y la reproduccion quiza
empezaba a realizarse a los 105 ddi; si se considera que la inoculacién de las plantas se
realizd a 30 dias después de germinadas y fueron desenraizadas a los 135 dias (en
general el ciclo biologico de frijol dura 120 dias) y ademas que la inoculacion se realizo
con huevecillos en vez de juveniles J, y que éstos tardan aproximadamente de 7 a 10
dias en eclosionar, es posible que el nematodo tuviera 90 - 95 dias en el interior de la
raiz y le haya faltado tiempo para lograr una mayor produccién de huevecillos; también
es de considerar que dada la naturaleza del indculo, en la raiz hubo nematodos de
diferente edad, algunos de ellos con el potencial para formar agallas y reproducirse.
Hernandez (2001) encontr6 reproduccion de N. aberrans poblacion Zacatecas a 112

dias después de inoculados en algunos cultivares de frijol; el indculo empleado fueron J,
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en plantas de ocho dias de germinadas y analizadas al final del periodo de crecimiento
del frijol (120 dias).

Los resultados histopatoldgicos y fitoquimicos realizados son descriptivos de la
serie  de cambios que el nematodo realiza a través del tiempo en una interaccion
incompatible en Negro Querétaro confrontado con las poblaciénes Chapingo y
Tecamachalco y como compatibles en el caso de los individuos de esta poblacion que

forman las agallas y sincicios presentes en el cv Canario.

El conocimiento detallado de los cambios que ocurren en la interaccién frijol — N.
aberrans debe realizarse en cultivares susceptibles al nematodo, con poblaciones del
nematodo que ciertamente se reproduzcan bien en el cultivar y con un conocimiento
detallado del tiempo de duracién del ciclo de vida del nematodo en esta planta, ademas
de la inoculacion con estadios juveniles mas que con huevecillos, lo que implica
buscar las mejores condiciones de eclosion de huevecillos ya que los niveles de
eclosion que se tienen en condiciones de laboratorio asi como la proporcion de
nematodos que penetran en las raices son muy bajas (observacion personal), aunado a
que la puesta de huevecillos son de tamafio pequefio comparado con las obtenidas en

algunas especies de Meloidogyne.
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VI. CONCLUSIONES

Experimento 1. Cambios histologicos en raices de dos cultivares de frijol parasitados

por dos poblaciones de N. aberrans

Las poblaciones Chapingo y Tecamachalco de N. aberrans provocan la misma
reaccion histopatologicas en los cultivares Negro Querétaro y Canario a 15, 45 y 90 dias
después de la inoculacion, la cual se manifiesta con la presencia de células corticales
hipertrofiadas, con citoplasma denso, con paredes engrosadas y lignificadas que limitan las

cavidades que encierran al nematodo, el cual detiene su desarrollo en estadios J3y J.

Hubo individuos en la poblaciéon Tecamachalco que a 105 dias después de
inoculados agallaron la raiz y formaron sincicios sacciformes multinucleados, con
citoplasma denso, con rompimiento de paredes y nucledlos prominentes, y que invaden y

desorganizan el estele.

Los sincicios crecieron por incorporacion de células corticales hiperplasicas

aunque se observaron nucleos polarizados que indicaron mecanismos de endoreplicacion.

Experimento 2. Cambios quimicos en las raices de dos cultivares de frijol inoculados

con N. aberrans poblacion Chapingo

Los nematodos de N. aberrans poblacion Chapingo afectan de manera

diferente la sintesis y/o acumulacion de compuestos en las raices de los dos cultivares.

El principal efecto de los nematodos en la raiz del cultivar Azufrado fueron
incrementos en la intensidad de la banda que fueron resultado de una mayor sintesis
y acumulacion de compuestos por aceleracion o activacion de rutas metabolicas en la

raiz.

El cv Negro Querétaro experimentd principalmente efectos de disminucion en
la intensidad de las bandas que resultaron del catabolismo de los compuestos

presentes en ellas por parte de la planta y/o el nematodo.
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Experimento 3. Cambios quimicos en las raices de dos cultivares de frijol inoculados

con N. aberrans poblacion Tecamachalco

Fitoquimicamente los cultivares Canario y Negro Querétaro son afectados de

manera diferente por nematodos de N. aberrans poblacion Tecamachalco.

El cultivar Negro Querétaro presentd un mayor numero de bandas sin cambios
que el cultivar Canario, y aun cuando el principal efecto del nematodo en ambos cultivares
fue el adelanto de fecha en la apariciéon de maxima intensidad de la banda por una mayor
concentracion de compuestos como resultado de la aceleracion de los procesos metabolicos
asi como por induccion de algunas rutas de sintesis que se activan en la planta cuando es

parasitada por el nematodo, estas ocurren en mayor niimero en el cultivar Canario.

Experimento 4. Reproduccion de N. aberrans poblacion Chapingo en diversos

cultivares de frijol

N. aberrans poblacion Chapingo penetro y se estableci6 sin inducir agallamiento ni
mostrar reproduccion en los cultivares Azufrado, Canario, Ejotero, Flor de Mayo, Jamapa
y Negro Querétaro por lo que estos cultivarres pueden considerarse como resistentes a esta

poblacion.

No hay mecanismos de resistencia preinfectivos a N . aberrans poblacion Chapingo
en los cultivares Azufrado, Canario, Ejotero, Flor de Mayo, Negro Jamapa y Negro

Querétaro que impidan la penetracion de los nematodos en las raices.

Experimento 5. Reproduccion de V. aberrans poblacion Tecamachalco en dos

cultivares de frijol

La poblaciéon Tecamachalco de N. aberrans indujo poco agallamiento y se

reprodujo poco en el cv Canario y no puede hacerlo en el cv Negro Querétaro.

N. aberrans poblacion Tecamachalco tiene un ciclo de vida de huevo a huevo que

dura mas de 100 dias en el cv Canario a 25 — 30 °C en condiciones de invernadero.
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VII. CONCLUSION GENERAL

Las poblaciones Chapingo y Tecamachalco de N. aberrans afectan de manera diferente
el metabolismo de las raices de frijol, desencadenando mecanismos de
incompatibilidad que actuan después de la infeccion al inhibir el desarrollo del
nematodo y aislandolo en cavidades en el cortex limitadas por células modificadas.
De esta manera se evita que los nematodos alcancen el estado adulto y puedan
reproducirse; sin embargo, en la poblacion Tecamachalco existen individuos que
pueden vencer estos mecanismos y desarrollarse lentamente, formando agallas y

sincicios bien desarrollados y reproduciéndose a los 105 dias después de inoculados.
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IX. APENDICE



APENDICE 1

TECNICA DE McCLURE PARA LA EXTRACCION DE
HUEVECILLOS DE NEMATODO NODULADOR DE LA RAIZ Meloidogyne

Spp
(McClure et al, 1973)

1.- Desenraizar las plantas y lavar las raices con agua corriente hasta eliminar

cualquier resto de suelo.
2.- Seleccionar y cortar las raices que se encuentren agalladas.

3.- Colocar las raices en una solucion de hipoclorito (NaOCl) al 1% y agitar

vigorosamente, de preferencia en una licuadora, por 40 segundos.

4.- Vertir el material licuado en una serie de tamices de 50, 200 y 400 mallas,
colocados uno sobre otro, y lavar rapida y vigorosamente con agua corriente
el material colectado en este ultimo hasta que sea eliminado todo residuo de

hipoclorito.

5.- Realizar un ultimo lavado con agua destilada y recolectar en tubos de

centrifuga.

6.- Afadir una pizca de caolin y centrifugar a 2000 revoluciones por minuto

(rpm) por tres minutos.
7.- Eliminar la fase acuosa y retener el boton.

8.- Anadir una cantidad suficiente de una solucion de sacarosa al 45% y agitar

con una varilla de vidrio hasta disolver el boton.
9.- Centrifugar a 1500 rpm por un minuto y filtar en un tamiz de 400 mallas.

10.- Lavar con agua destilada el material retenido en el tamiz y colectar en un

frasco limpio.



APENDICE 2

TINCION CON FUCSINA ACIDA PARA LA DETECCION DE
NEMATODOS PRESENTES EN RAICES

(Modificado de De la Jara et al, 1994)

1.- Desenraizar las plantas y lavar las raices vigorosamente con agua corriente

hasta librar de residuos de suelo.

2.- Cortar las raices y fijarlas con una soluciéon de alcohol absoluto-formol-

acido acético (FAA) por minimo 48 horas.
3.- Lavar con agua destilada hasta eliminar todo residuo de fijador.

4.- Calentar 100 ml de una dilucion de fucsina acida (1 ml de solucion madre
de fucsina acida por cada 50 ml de agua destilada) a 50 °C y sumergir las

raices por 24 a 48 horas.

5.- Mantener a temperatura ambiente y pasado el lapso de tiempo recomendado
lavar el exceso de colorante con agua destilada. Observar a microscopio

estereoscOpico para separar raices en las que se visualizen los nematodos.
6.- Colocar las raices seleccionadas en alcoholes graduales de 50 y 70%.

NOTA: La técnica original requiere de una transparentacion de las raices con
hipoclorito de sodio al 5% por tres minutos antes de la ticiéon con fucsina la
cual debe estar caliente hasta inicio de ebullicidon y donde se colocan las raices
para después enfriar a temperatura ambiente, esta manipulacion fue muy

dréstica para las raices de frijol y por lo tanto no fue realizada.



APENDICE 3

TRANSPARENTACION Y MONTAJE DE RAICES PARASITADAS
CON NEMATODOS

(De la Jara et al, 1994)
1.- Desenraizar las plantas y lavar las raices vigorosamente con agua corriente

hasta librar de residuos de suelo.

2.- Cortar las raices y fijarlas con una soluciéon de alcohol absoluto-formol-

acido acético (AFA) por minimo 48 horas.

3.- Lavar con agua destilada hasta eliminar todo residuo de fijador.

4.- Colocar las raices en alcohol etilico al 70% por 20 minutos

5.- Pasar a alcohol etilico al 96% por 20 minutos

6.- Transferir las raices a uns mezcla de alcohol etilico al 96% y esencia de

clavo (1:1) por 30 minutos

7.- Pasar a esencia de clavo por 30 minutos
8.- Dejar en esncia de clavo — resina sintética (1:1) por 20 minutos

9.- Montar en resina sintética



APENDICE 4

PREPARACION Y MONTAJE DE NEMATODOS
(Seinhorst, 1959; De la Jara ef al, 1994)

1.- Disectar los nematodos de raices infectadas y fijadas en FAA por 48 hs

2.- Transferir los nematodos a un microsiracusa conteniendo glicerina A, tapar

el recipiente y colocarlo en la estufa por 16 horas

3.- Al evaporarse la glicerina A anadir glicerina B, tapar el recipiente y

colocarlo en una caja de Petri a 35 — 40 °C por tres horas

4.- Anadir unas gotas de glicerina pura deshidratada y mantenerlo en la estufa

por 4-5 horas

5.- Transferir el recipiente a un desecador con cloruro de calcio donde se

mantiene hasta que la glicerina adquiera una consistencia espesa

6.- Montar en glicerina pura deshidratada



APENDICE 5

TINCION CON FUCSINA BASICA - VERDE RAPIDO (ZIELH -
NIELSEN)
(Carvajal - Sandoval, 1991)

1.- Poner los portaobjetos con los cortes en agua destilada por 5 minutos.

2.- Teiiir con fucsina basica por 10 minutos.

3.- Lavar el exceso de colorante con agua corriente y dejar en agua destilada por 5
minutos.

4.- Teiir con verde rapido y escurrir rapidamente el exceso de colorante.

5.- Lavar rapidamente con alcohol de 96% y absoluto (2 cambios).

6.- Pasar a xilol — alcohol etilico absoluto (1:1) y a xilol puro por 10 minutos en

cada uno. 7.- Montar en resina sintética



APENDICE 6

TECNICA CUADRUPLE DE JOHANSEN
(Lopez - Curto et al, 2005)

1.- Tefiir por 2 hs. en safranina metilcelosolve

2.- Enjuagar en agua corriente

3.- Tefiir 10 — 15 minutos en solucion acuosa al 1% de metilvioleta

4.- Lavar en agua corriente

5.- Enjuagar por 15 segundos en una solucion (1:1:1) de etanol al 96%,
metilcelosolve y alcohol butilico terciario

6.- Sumergir por 10 -15 minutos de verde rapido preparado en solucion FCF

7.- Enjuagar brevemente en una mezcla de etanol al 96% y alcohol butilico
terciario (1:1) al que se afiade 4cido glacial en una cantidad que constituya el 0.5%
de la mezcla

8.- Sumergir por 3 minutos en una solucion de Orange G

9.- Enjuagar brevemente en una mezcla de aceite de clavo, metilcelosolve y etanol
al 96% (1:1:1)

10.- Enjuagar brevemente en una mezcla de aceite de clavo, metilcelosolve y
etanol absoluto (1:1:1)

11.- Sumergir por 10 — 15 minutos en xilol

12.- Montar en resina sintética



APENDICE 7

FORMULACIONES
(Curtis — Patifo, 1986; Lopez - Curto et al, 2005)

Solucion madre de Fucsina acida

Fucsinadcida...........ooooiiiiiiii 35¢g
ACIAO ACELICO. ..ttt 250 ml
Aguadestilada............ocooiiiiiiii 750 ml
Fijador FAA
Alcohol etilico (96%0).....ouveiiiiiiiiiiiii, 100 ml
Formaldehido (40%0).......coueeiiiiiiiiiiee, 30 ml
Acido acético glacial...............ccooiiiiiiiii Sml
Aguadestilada.............coooiii 200 ml

Solucion madre de Fucsina fenicada de Zielh Nielsen

Fucsina basica............oooiiiiiiiii lg
Acido fénico cristalizado..............c.ooiiii, 5¢g
Alcohol etilico (96%0).....ouvveineiiiiiiiiiiiiii 10 ml
Aguadestilada.............oooiiiiii 90 ml
Verde rapido
Verde rapido.......oooviviiiiiii lg
Alcohol etilico (96%)......coviiiiiiiiii 100 ml

Alcohol etilico (96%) ....ovvvivniiiiiiiiiiiie 20 partes
Glicerina pura.........o.vvvveiiieiie i eieeeenan 1 parte
Aguadestilada..............oo 93 partes

(€ TS 31 - 7 partes

Alcohol etilico (96%) .....covieiiiiiiii 20 partes



Safranina en metilcelosolve
Safraning O........ccceeviieiiiiniieiieie e 4¢g
Met1lCeloSOLVE. .covveeeeeeeeeeeeeee e 200 ml

Mezclar y agregar:

Alcohol

00%0. e 100 ml

Agua destilada.........ccccveereiiiniiiirieeeee e Sml

Acetato de SOdi0.......cccuveeriiieeiiieeiie e, 4¢g

FOrmol.......coooviiiiiiiiiiiccc 8 ml
Metil violeta

Metil violeta.........cceeeeveeeiieeeiie e lg

Agua destilada..........coooeeviiiiiiiiinii 99 ml

Verde rapido en solucion FCF
Solucion saturada del colorante en

partes iguales de aceite de clavo

y metil celosolve.........cocvevieriieniiiiicieeieee, 1 parte

Alcohol etilico al 96%........ccccvvvvveeeriveerreennne. 3 partes

Alcohol

terbUtiliCO. . cveeeiieieee 3 partes

Acido acético glacial...........ccoeeveeriiiiiienienienne, 1%
Orange G

Solucion saturada del colorante en

MetilcelosOlVe.......ovviiriiiiieiice e 1 parte

Metilcelosolve.......ccouiieiiieeiiieniieceiecee e 1 parte

Alcohol etilico al 96%.........coccveriiiniiniiaieen. 1 parte



APENDICE 8

EXTRACCION DE COMPUESTOS DE RAICES
(Harborne, 1984)

1.- Desenraizar las plantas y lavar con agua corriente las raices

2.- Separa las raices del tallo y ponerlas a secar en estufa a 35°C o a

temperatura ambiente

3.- Ya completamente secas, reducir las raices a un fino polvo que se colecta en

tubos de ensaye limpio
4.- No mezclar los tratamientos y etiquetar los tubos

5.- Anadir un volimen de hexano aproximadamente igual al volumen de la

muestra y tapar el tubo

6.- Mantener los tubos en agitacion constante por 24 horas para obtener el

extracto

7.- Decantar el extracto en otro tubo de ensaye limpio, etiquetar y guardar

libre de polvo

8.- Repetir el paso 5y 6

9.- Recuperar nuevamente el extracto en el mismo tubo que contiene la primera
extraccion y guardar

10.- Afiadir Acetato de etilo al tubo que contiene la muestra y repetir los pasos
6-9

11.- Anadir metanol al tubo que contiene la muestra y repetir los pasos 6 - 9

12.- Poner los tubos con los extractos en bafio Maria y reducir el volimen de

los solventes a 1 ml

13.- Con ayuda de una pipeta Pasteur transferir el extracto a tubos de
Ependorff previamente etiquetados y pesados, y dejar volatilizar totalmente al

solvente

14.- Pesar nuevamente los tubos de Ependorff y por diferencia calcular el peso

del extracto obtenido



APENDICE 9

DETERMINACION DE LA FASE MOVIL PARA
DESARROLLO CROMATOGRAFICO
(Kirchaer, 1978)

1.- Cortar placas cromatograficas de vidrio o aluminio Merck de 1.5 x 5
cm cubiertas de silica gel 60Fs4

2.- Marcar el origen y frente del corrimiento a 0.5 cm de cada extremo de la
placa

3.- Colocar con ayuda de tubos capilares dos muestras de los extractos,
equidistantes una de otra, sobre la linea que sefiala el origen del corrimiento
en la placa

4.- Preparar una cantidad apropiada de eluyente para el corrimiento, es
recomendable comenzar con el compuesto con que fue realizada la
extraccion

5.- Montar una pequefia cdmara cromatografica con el eluyente y realizar el
corrimiento cromatografico hasta que la marca del eluyente llegue al frente
6.- Dejar secar las placas a temperatura ambiente y observarlas bajo,luz
ultravioleta 254 nm, 365 nm, marcando en cada caso las bandas que se
visualicen

7.- Asperjar las placas con una solucion de sulfato cérico en édcido sulfurico
y poner a calentar a 95 °C en una plancha termoeléctrica y visualizar las
placas reveladas.

8.- En todos los casos debe observarse una clara separacion de bandas

9.- Dependiendo de los resultados, repetir con eluyentes de mayor o menor
polaridad

10.- Realizar el mismo procedimiento con todos los extractos



APENDICE 10

Combinaciones de solventes empleados en la determinacion de las fases

moviles mas apropiadas para el desarrollo cromatografico de extracto de

raices de frijol inoculados con N. aberrans poblacion Chapingo obtenidos

con tres solventes de diferente polaridad

EXTRACTO COMBINACION PROPORCIONES
Hexano Hexano: acetato (8:2), (7:3), (6:4), (5:5),
de etilo (6.5:3.5)*
Acetato (1:0)
Acetato : hexano (6:4), (7:3), (9:1)
Acetato : metanol (8:2)
Etanol (1:0)
Acetato : cloroformo (8:2)
Acetonitrilo (1:0)
Acetato de etilo : (8:1:1), (7:2:1)*
Acetato de etilo cloroformo : metanol
Acetato de etilo (1:0)
Metanol Acetato de etilo : (7:3), (5:5)
metanol
Metanol (1:0)
Butanol: acido acético: (5:1:4), (4:1:5), (4:1.5:5),
agua (4:1:6), (4:1:7)*

* combinaciones mas adecuadas para los corrimientos cromatograficos




APENDICE 11

Combinaciones de solventes empleados en la determinacion de las fases

moviles mas apropiadas para el desarrollo cromatografico de extracto de

raices de frijol inoculados con N. aberrans poblacion Tecamachalco

obtenidos con tres solventes de diferente polaridad

EXTRACTO COMBINACION PROPORCIONES
Hexano Hexano: acetato de etilo | (5:5), (5.5:4.5), (5.2:4.8),
(5.3:4.7)*
Acetato (1:0)
Acetato : hexano (6:4), (7:3), (8:2)*
Acetato : metanol (8:2)
Acetato : cloroformo (8:2)
Acetato de etilo Acetato : cloroformo : (8:1:1), (7:2:1)
metanol
Acetato (1:0)
Metanol Acetato de etilo : metanol (5:5)
Metanol (1:0)
Butanol: acido acético: (5:1:4), (4:1:5), (4:1:6),
agua (4:1.1:7)*

* combinaciones mas adecuadas para los corrimientos cromatograficos




APENDICE 12

A
0.92

Rf 0.74
0.43

B
0.87
0.79
0.70

Rf

C o SR T
0.72

Rf , P
0.52 |
0.38 A
0.17

tratamiento cql eql cg2 eq2 cg3 eg3 cal eal ca2 ea2 ca3 ea3

Placa cromatografica del extracto hexanico de raices de dos cultivares de frijol
parasitado con N. aberrans poblacién Chapingo observado a 254 nm (A), 365 nm (B) vy
revelado con sulfato cérico (C); ¢ = control, e = experimental, q = cultivar (cv) Negro
Querétaro, a = cv Azufrado, 1 = 15 dias despues de inoculado (ddi) ; 2 =30 ddi ; 3 =60
ddi; el orden de los tratamientos fue el mismo en las tres placas.



APENDICE 13

A
1.00
0.95
0.87
Rf
B
0.91
0.80
Rf
0.50
0.30
C
1.00
0.87
Rf
0.52
0.22

tratamiento cql egl cg2 eg2 cg3 eg3 cal eal ca2 ea2 ca3 ea3

Placa cromatogréafica del extracto de acetato de etilo de raices de dos cultivares de frijol
parasitado con N. aberrans poblacion Chapingo observado a 254 nm (A), 365 nm (B) y
revelado con sulfato cérico (C); c = control, e = experimental, g = Negro Querétaro, a =
Azufrado, 1 = 15 dias despues de inoculado (ddi) ; 2 = 30 ddi ; 3 = 60 ddi; el orden de
los tratamientos fue el mismo en las tres placas.



Rf

Rf

Rf

APENDICE 14

1.00

0.74

0.46
0.40

0.05
0.96
0.88
0.82

0.69
0.56

0.37

0.28

0.96

0.78

0.38 .
0.22
0.17 .
0.13
0.08

tratamiento cql egl cg2 eg2 cq3 eq3 cal eal ca2 ea2 ca3 ea3

Placa cromatografica del extracto de metanol de raices de dos cultivares de frijol
parasitado con N. aberrans poblacién Chapingo observado a 254 nm (A), 365 nm (B) y
revelado con sulfato cérico (C); c¢ = control, e = experimental, q = Negro Querétaro, a =
Azufrado; 1 = 15 dias despues de inoculado (ddi); 2 = 30 ddi; 3 = 60 ddi; el orden de los
tratamientos fue el mismo en las tres placas.



APENDICE 15

A
0.89
0.56
Rf
0.44
B 0.90
0.82
0.67
Rf
c 0.86
0.74
Rf
0.41

tratamiento cql egl cg2 eg2 cq3 eg3 ckl ekl ck2 ek2 ck3 ek3

Placa cromatografica del extracto hexanico de raices de dos cultivares de frijol
parasitado con N. aberrans poblacion Tecamachalco observado a 254 nm (A), 365 nm
(B) y revelado con sulfato cérico (C); c¢ = control, e = experimental, ¢ = Querétaro
negro, k = Canario, 1 = 15 dias después de inoculado (ddi) ; 2 = 45 ddi ; 3 = 90 ddi; el
orden de los tratamientos fue el mismo en las tres placas.



APENDICE 16

Rf

0.90
B 0.81
0.70

0.55
Rf

0.34
0.27

0.03

0.87

0.77
0.66

Rf 0.52

0.25

0.06

tratamiento cql eql cg2 eq2 cg3 eq3 ckl ekl ck2 ek2 ck3 ek3

Placa cromatografica del extracto de acetato de etilo de raices de dos cultivares de frijol
parasitado con N. aberrans poblacion Tecamachalco observado a 254 nm (A), 365 nm
(B) y revelado con sulfato cérico (C); c = control, e = experimental, g = Negro
Querétaro, k = Canario, 1 = 15 dias despues de inoculado (ddi) ; 2 = 45 ddi ; 3 = 90 ddi;
el orden de los tratamientos fue el mismo en las tres placas.



APENDICE 17

A

0.75
Rf

0.36

0.28

0.18
B

0.78
Rf

0.44

0.30

0.20
C

0.77

0.66
Rf 0.61

0.45

0.27

0.18
tratamiento cql eql cqg2 eg2 cg3 eq3 ckl ekl ck2 ek2 ck3 ek3

Perfil cromatografico del extracto de metanol de raices de dos cultivares de frijol
parasitado con N. aberrans poblacion Tecamachalco observado a 254 nm (A), 365 nm
(B) y revelado con sulfato cérico (C); ¢ = control, e = experimental, g = cultivar (cv)
Querétaro negro, k = cv Canario, 1 = 15 dias despues de inoculado (ddi) ; 2 =45 ddi ; 3
=90 ddi; el orden de los tratamientos fue el mismo en las tres placas cromatogréaficas



APENDICE 18

Observacion BANDA QN AZF
0.92 Retraso (+) Combinado

HE)
0.74 Decremento Interrupcion
254 nm 0.43 Decremento Sin cambio
0.87 Sin cambio Decremento
365 nm 0.79 Interrupcion Decremento
0.70 Sin cambio Decremento
0.94 Retraso(+) Sin cambio
0.72 Decremento Sin cambio
0.52 Interrupcion Decremento

Revelado

0.38 Sin cambio Sin cambio
0.17 Retraso (+) Sin cambio

Efecto de N. aberrans poblacion Chapingo en el patron de intensidad de bandas
del perfil cromatografico hexanico de raices de los cultivares de frijol Querétaro
Negro (QN) yAzufrado (CNR)




APENDICE 19

Observacion BANDA QN AZF

0.93 Sin cambio Sin cambio

254 nm 0.87 Decremento Sin cambio
0.76 Adelanto (-) Adelanto (+)
0.91 Interrupcion Interrupcion

0.80 Sin cambio Sin cambio

365 nm 0.50 Incremento Decremento
0.30 Retraso (-) Incremento

1.00 Interrupcion Sin cambio

0.95 Decremento Adelanto (-)

Revelado 0.87 Interrupcion Sin cambio
0.52 Adelanto (+) Retraso (+)

Efecto de N. aberrans poblacion Chapingo en el patron de intensidad de bandas
del perfil cromatografico del extractos de acetato de etilo de raices de los
cultivares de frijol Querétaro Negro (QN) y Azufrado (AZF)




APENDICE 20

Observacion BANDA QN AZF

1.00 Decremento Incremento

254 nm 0.74 Retraso (+) Sin cambio

0.46 Interrupcion Adelanto (+)

0.40 Retraso (+) Adelanto (+)

0.96 Incremento Sin cambio

0.69 Adelanto (+) Sin cambio

365 nm 0.56 Decremento Adelanto (+)

0.37 Combinado (+)(-) Incremento

0.28 Combinado (+)(-) Incremento

0.96 Sin cambio Sin cambio

0.78 Sin cambio Retraso (+)

. + +

Revelado 0.38 Retraso (+) Retraso (+)
0.22 Combinado (+)(-) | Combinado (-)(+)

0.17 Sin cambio Incremento

0.13 Sin cambio Retraso (+)

0.08 Sin cambio Sin cambio

Efecto de N. aberrans poblacion Chapingo en el patron de intensidad de bandas
del perfil cromatografico del extracto de metanol de raices de los cultivares de
frijol Querétaro Negro (QN) y Azufrado (AZF)



APENDICE 21

Observacion BANDA QN CNR
0.44 Adelanto (+) Adelanto (+)
254 nm 0.56 Sin cambio Adelanto (+)
0.89 Adelanto (-) Adelanto (-)
0.31 Sin cambio Adelanto (+)
0.67 Sin cambio Adelanto (+)
0.71 Sin cambio Adelanto (+)
365 nm 0.82 Sin cambio Adelanto (+)
0.90 Sin cambio Adelanto (+)
0.41 Combinado (-)(+) Disminucion
REVELADO 0.74 Sin cambio Sin cambio
0.86 Sin cambio Adelanto (+)

Efecto de N. aberrans poblacion Tecamachalco en el patron de intensidad de
bandas del perfil cromatografico hexanico de raices de los cultivares de frijol

Querétaro Negro (QN) y Canario (CNR)



APENDICE 22

Observacion BANDA QN CNR

0.89 Adelanto (+) Adelanto (+)

254 nm 0.56 Sin cambio Adelanto (+)
0.44 Sin cambio Adelanto (+)

0.90 Combinado (+)(-) Adelanto (+)

0.73 Adelanto (+) Adelanto (+)

0.70 Decremento Adelanto (+)

365 nm 0.55 Adelanto (+) Adelanto (+)
0.87 Sin cambio Adelanto (+)

0.76 Sin cambio Adelanto (+)

0.66 Sin cambio Sin cambio

Revelado 0.61 Sin cambio Adelanto (+)
0.25 Sin cambio Adelanto (+)

Efecto de N. aberrans poblacion Tecamachalco en el patron de intensidad de
bandas del perfil cromatografico del extractos de acetato de etilo de raices de los

cultivares de frijol Querétaro Negro (QN) y Canario (CNR)



APENDICE 23

Observacion BANDA QN CNR

0.75 Retraso (-) Adelanto (+)

0.36 Sin cambio Adelanto (+)

0.28 Sin cambio Adelanto (+)

254 nm 0.18 Adelanto (+) Incremento
0.78 Sin cambio Sin cambio

0.44 Sin cambio Sin cambio

0.30 Retraso (-) Incremento

365 nm 0.25 Adelanto (+) Adelanto (+)
0.20 Adelanto (+) Incremento

0.77 Adelanto (+) Adelanto (+)

0.66 Adelanto (+) Adelanto (+)

0.61 Sin cambio Adelanto (+)

0.45 Sin cambio Adelanto (+)

Revelado 0.27 Combinado (-)(+) Incremento
0.18 Adelanto (+) Adelanto (+)

0.11 Decremento Adelanto (+)

Efecto de N. aberrans poblacion Tecamachalco en el patrén de intensidad de
bandas del perfil cromatografico del extracto de metanol de raices de los

cultivares de frijol Querétaro Negro (QN) y Canario (CNR)



APENDICE 24

ANDEVA del numero de nematodos presentes en raices de cultivares
de frijol a 105 ddi con 4000 huevecillos de N. aberrans poblacion

Chapingo
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado
Variacion Libertad Cuadrados Medio F P
Cultivares 5 3.01 x 10°¢ 137.18 2.64™8 0.08
Error 12 2.74 3.05
Total 17 5.75 x 10°¢

P<0.05




APENDICE 25

ANDEVA del nimero de nematodos de dos cultivares de frijol a 105

ddi con 15000 huevecillos de N. aberrans poblacion Tecamachalco

Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado

Variacion | Libertad | Cuadrados Medio F P
Cultivares 1 392193.0 392193.0 0.26™ 0.64
Error 4 5.97x10° | 1.50 x 10°

Total 5 578.77

P<0.05
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