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RESUMEN
Las muestras de raices de zanahoria con sintomas de deformacion
radicular, bifurcacion, agallas y proliferacion de raicillas, procedentes de la
localidad de Pongora del distrito de Pacaycasa, se sometieron a
diferentes técnicas para su reconocimiento e identificacion del género y
especie del parasito causante de estos sintomas. Para la determinacion
del género se extrajo de las agallas tanto la hembra, los estados juveniles
del nematodo vy la rizosfera del suelo. Con la muestra extraida se procedi6
a la caracterizacion morfoanatomicos tanto de la hembra y del macho. La
sintomatologia presente en las raices de zanahoria sirvid de base para la
determinacién preliminar del género de nematodo encontrado en las
agallas, posteriormente se establecid al género Meloidogyne como el
pardsito causante de estas alteraciones. La determinacion de la especie
se realiz6 en el Laboratorio de Nematologia de la UNALM, para lo cual, se
utilizaron muestras seleccionadas de nematodos hembras, utilizandose
las caracteristicas morfotaxoanatémica del patron perineal. Los resultados
del andlisis revelaron que la especie causante de los sintomas

encontrados en la raiz de zanahoria es Meloidogyne incognita.

vi



INTRODUCCION

En el Perl, son escasos los estudios y publicaciones escritas que brinden
mayor informacidén sobre nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de
la zanahoria (Gaviola, 2013; Anwar y McKenry, 2010). En la Region de
Ayacucho no existen referencias sistematizadas de fitonematodos
asociados al cultivo de zanahoria; esta especie se cultiva en forma
permanente, como monocultivo de areas limitadas, en valles interandinos
de Ayacucho, donde ha establecido una enfermedad frecuente que
deforma las raices, reduce su tamafo y ocasiona pérdidas importantes al

horticultor.

Generalmente, los fitonematodos dafian las raices ocasionando
crecimiento deficiente, deformaciones, agallas, rajaduras y bifurcaciones
con proliferacion de raices secundarias que bajan la calidad del producto,
asi como el bajo aprovechamiento del agua y nutrientes que perjudican el
desarrollo del cultivo (Nico, 2002). Dentro de este grupo de parasitos, las

especies de Meloidogyne inducen la formacion de agallas y se les
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considera de mayor importancia econémica ya que afecta a gran parte de
los cultivos (Hussey y Janssen, 2002).Teniendo en cuenta la importancia
de los fitonematodos en la agricultura, y que su presencia causan
sintomas como: agallas, deformacion y bifurcacidon de raices, proliferacion
de raicillas, que bajan la calidad del producto, se planteé la investigacion
para lograrse los siguientes objetivos:

a) Evidenciar la existencia de una especie de Meloidogyne en la

deformacion radicular de zanahoria en el valle de Pongora.

b) Caracterizar la especie de Meloidogyne a través de sus

caracteristicas morfolégicas.



CAPITULO |

REVISION DE LITERATURA

1.1. CULTIVO DE LA ZANAHORIA

1.1.1. Origen y Distribucion

La zanahoria es originaria de Asia, aunque algunas especies silvestres
han sido encontradas en Europa y Norteamérica. Estrictamente su origen
se atribuye a Afganistan, y otros paises del Asia menor, que es donde se

encuentra la mayor diversidad de formas y colores, (purpura y amarillo).

En la antigledad, durante los siglos Xlll y XV fueron llevadas por los
Arabes a Europa Occidental, donde ademas aparecieron las zanahorias
blancas, las cuales probablemente derivaron de las purpura o amarrillas
afganas. Las zanahorias que actualmente se comercializan (anaranjadas)
son consecuencia de la seleccion que el agricultor europeo realizé sobre
las de coloracion amarilla, aunque otros autores plantean que las
zanahorias originales son las de color blanco (Oliva, 1987, citado por

Garcia, 2002).



1.1.2. Composicion y Valor Nutricional

Esta hortaliza a diferencia de los demas, tiene un reconocido valor
nutricional debido a su alto contenido de caroteno, pro vitamina A; el
contenido de caroteno es variable dependiendo del almacenamiento de la
raiz ya que durante el desarrollo de la raiz logra una mayor sintesis de
caroteno conduciéndolo a un aumento real del contenido de vitamina A

(Garcia, 2002).

Cuadro 1.2. Cantidad de los nutrientes que corresponde a 100 gramos

de zanahoria

Calorias 39,40 kcal. Proteinas 1,25g.
Grasa 0,20 g. Vitamina A 1455,17 ug.
Sodio 61 mg. Hierro 0,47 mg.
Carbohidratos 6,90 g. Vitamina C 6,48 mg.
Fibra 2,60 g. Calcio 27,24 mg.
Azlcares 6,90 g. Vitamina B3 0,77 mg.

Fuente (FAO 2010)

1.1.3. Clasificacién Taxondmica de la Zanahoria.

Casseres (1980) clasifica a la zanahoria de la siguiente manera:

Reino : Vegetal
Division : Fanerdbgamas
Subdivisién : Angiosperma
Clase : Dicotiledonea
Orden . Apiales
Familia : Umbelliferae
Subfamilia : Apioideae




Género : Daucos
Especie : Daucos carota L

Numero de cromosomas: 2n=18

1.1.4. Generalidades del Cultivo

La zanahoria tiene hojas en rosetas (7 a 13 hojas) con peciolos largos,
con hojas alternas, lamina muy dividida en segmentos angostos, el tallo
esta reducido a un pequefio disco o corona en la parte superior de la raiz
(Garcia, 2002). El sistema radicular consta de una raiz principal pivotante
de reserva la que se considera como 6rgano de consumo. Sin embargo
hay que aclarar que ademas, esta raiz consta de una parte del hipocotilo

gue se ensancha y tiene un crecimiento similar al de la raiz primaria.

También presenta numerosas raices secundarias las que tienen funcién
de absorcion. La raiz primaria se elonga rapidamente posgerminacion,
alcanzando su largo maximo tipico del cultivar (variable entre 3 y 30 cm),
gue normalmente se produce después de los 55 a 60 dias de sembrado.
Posteriormente se inicia una etapa de engrosamiento y crecimiento
celular, en donde se almacena sacarosa y otros azucares de reserva que
se usan para reiniciar el crecimiento en la segunda temporada. A su vez,
estas células contienen pigmentos como clorofila, carotenoides (alfa y
beta), antocianina y licopeno, cuya presencia y concentracion relativa
determinan el color de las raices, que varia desde blanco a purpura,
predominando el anaranjado en la mayoria de los cultivares (Gaviola,

2013).



1.1.5. Caracteristicas Morfologicas

Casseres y Fersini (1980), informan que la zanahoria es una planta
bianual cuyo cultivo se usa como materia prima para la extraccion de
algunas vitaminas; el color de la zanahoria depende del contenido de
carotenos alfa y beta. Asimismo los nutricionistas y el mercado prefieren

zanahorias de color anaranjado intenso y uniforme.

» Raiz

Siviero y Donelli (1997), mencionan que al realizar un corte transversal se
distinguen dos zonas bien definidas: wuna exterior, constituida
principalmente por el floema secundario y otra interior formada por el
xilema y la médula. Las zanahorias mas aceptadas son las que presentan
gran proporcién de corteza exterior, ya que el xilema es generalmente
lefioso y sin sabor. De igual modo dice que la caracteristica de la raiz, es
fusiforme, jugosa y carnosa, de sabor dulce, de largo y color variables,
representando la parte comestible de la hortaliza utilizada tanto en la
alimentacion del ganado como en el hombre. La raiz de reserva puede ser
larga, media o corta; tiene forma conica, cilindrica o fusiforme; el apice
puede ser redondeado, filiforme u obtuso; su color externo es rojo,

anaranjado, amarillo o violaceo.

1.2. NEMATODOS FITOPATOGENOS
Los nematodos son un grupo diverso de organismos, parasitos y de vida
libre. Generalmente son encontrados en todo el mundo. Los sintomas que

ocasionan no suelen ser especificos, y por eso el dafio suele ser atribuido



a algun otro patégeno. Los nematodos fitoparasitos generalmente tienen
una longitud que va de los 300-1000 micrometros. Las hembras de
algunos géneros pierden su forma vermiforme al llegar a la etapa adulta,

tomando forma de pera, limon, esférica o de rifidn (Nico, 2002).

En algunas especies existe un dimorfismo sexual definido, con hembras y
machos bien diferenciados. Los sistemas reproductores estan bien
desarrollados: los nematodos hembras tienen de uno a dos ovarios y un
Gtero que termina en una vulva; los nematodos machos tienen un
testiculo, una vesicula seminal y termina en un orificio comun con el
intestino. Los nematodos fitoparasitos difieren de los nematodos que se
alimentan de bacterias y hongos, por poseer una estructura especializada
para alimentarse denominada estilete. Este es usado para inyectar
enzimas dentro de las células vegetales y los tejidos, para luego extraer
su contenido. Pueden formar rapidamente una poblacion a partir de la

reproduccion uno o dos nematodos (Agrios, 2004).

1.2.1. Importancia econémica y distribucion de los fitonematodos

Los nematodos fitopatbgenos causan enfermedades de gran
trascendencia en la produccién agricola por la magnitud de las pérdidas
gue ocasionan y la dificultad para controlarlos eficientemente. Reducen la
produccion agricola aproximadamente un 11% a nivel mundial,
ocasionando pérdidas de millones de toneladas anuales en la agricultura
industrial de paises desarrollados tecnlogicamente los nematodos
presentan amplia distribucion en los continentes, desde los polos hasta el
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desierto. Son polifagos; un nematodo puede tener varios hospedantes y
una planta puede ser afectada por varios géneros y especies de
nematodos. Aun cuando su diseminacion en forma activa no es eficiente,
varios agentes pueden ayudar a diseminarlos en forma pasiva. Dificil de
erradicar en condiciones naturales es casi imposible la erradicacion, la
solucion es bajar las poblaciones para reducirlos dafios (Karssen y Mons,

2006).

Hussey y Janssen (2002), mencionan que los nematodos fitopatégenos
son habitantes numerosos de suelos. Predisponen a las plantas a factores
bidticos (susceptible a hongos, bacterias, hongos etc.) y factores abiéticos
(susceptible a sequias altas temperaturas); casi siempre pasan
desapercibidos por su tamafio pequefio, asi como sus efectos en las
plantas, porque los sintomas que causan no siempre son visibles o
especificos (no matan a la planta pero si bajan su rendimiento, por lo

tanto son considerados como hemibi6trofos).

1.2.2. Habitos alimenticios de los fitonematodos

Los nematodos parasitos pueden ubicarse y alimentarse en las partes
aéreas de las plantas, ademas de raices y tubérculos. Por su
comportamiento alimenticio y movilidad se dividen en tres grupos
principales: endoparasitos migratorios que son nematodos moviles que se
alimentan dentro del tejido de las raices. Los endoparasitos sedentarios

los cuales una vez que tengan un sitio de alimentacion dentro de la



planta, dejan de moverse y se alimentan localmente; los ectoparasitos, se

alimentan desde afuera de la planta (Moens y Perry 2009).

1.3. GENERO MELOIDOGYNE

El género Meloidogyne fue investigado y descripto por Glodi en 1887. Se
le conoce como nematodo de los nodulos radicales; la hembra y el macho
en estado larval miden 0.5 mm. Entre las caracteristicas distintivas estan
la presencia de estilete y nodulos visibles al microscopio; la regién del
itsmo es mas pequefio en relacion con los demas géneros (Sasser 1989).
Las agallas ocasionadas por Meloidogyne son hipertrofias de los tejidos
corticales que rodean al nematodo (Bridge y Starr, 2007). Meloidogyne
comprenden mas de 80 especies diferentes con un amplio rango de
plantas hospedantes (méas de 5.000 especies de plantas); constituyen uno
de los fitopatdgenos de mayor importancia econémica en todo el mundo

(Karssen y Moens, 2006).

Cuatro especies de Meloidogyne: M. incognita, M. javanica, M. arenaria y
M. hapla representan el 95% de todas las infestaciones de nematodos
formadores de agallas en tierras cultivadas; M. incognita es la especie de

mayor importancia econdmica (Hussey y Janssen 2002).

En Peru en los valles de mayor produccion de zanahoria los suelos son
arenosos (costa) y franco arcilloso que corresponden a los valles

interandinos (sierra); en estos suelos se diagnosticdé la presencia de



Meloidogyne a gran escala. En suelos de costa y sierra de Peru la

especie predominante es Meloidogyne incognita (Vera, 2014).

1.3.1. Ubicacién Taxonomica
Segun Canto (2010) el género Meloidogyne se ubica dentro de la

siguiente clasificacion taxonomica:

Dominio : Ecucariota

Reino : Metazoa

Phylum : Nemata

Clase : Secernentea, Von Linstow 1950, Dougherty 1958.
Orden : Tylenchida, Thorne 1949.

Suborden : Tylenchina, Chitwood 1950.

Superfamilia : Tylenchoidea, Orley 1880.

Familia : Heteroderidae, Filipjev, Schuurmans, Sterkhoven 1941
Subfamilia : Meloidogyninae, Skarbilovich 1959.

Género : Meloidogyne, Goldi 1892.

Especie : M. hapla; M. arenaria,M. incognita; M. javanica; M. exigua.

1.3.2. Ecologia

Habitat

Segun Perry y Moens (2006), las poblaciones de Meloidogyne spp. de
mayor importancia econdmica son habitantes de suelos agricolas. En
regiones tropicales, donde la temperatura no varia grandemente entre

estaciones y existe presencia de hospedantes, humedad favorable,
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suficiente aireacion en el suelo y un régimen apropiado de irrigacion o

suficiente lluvia, se favorece la constante reproduccion de Meloidogyne.

1.3.3. Morfologia de Meloidogyne

La hembra es de color blanco diamantado con un cuerpo redondeado en
forma de pera y un cuello pronunciado, a veces doblado. El rango de
longitud de la hembra va de 350 micras a 3 mm y un ancho maximo entre
300 y 700 micras. En hembras completamente desarrolladas, los anillos
de la cuticula son visibles en la regién de la cabeza y la parte posterior,
donde un patron cuticular o patron perineal puede ser observado
alrededor del perineo. La forma del patrén, es a veces variable e
influenciada por muchos factores de desarrollo. El perineo es terminal con
el fasmido arriba del ano. Usualmente el ano esta cubierto con una
pequefia cuticula plegada y el perineo puede ser ligeramente elevado.
Algunas especies tienen lineas laterales o puntuaciones sub-cuticulares
arriba del perineo. La cabeza posee una clara pero delicada estructura
cefalica. El disco labial es ligeramente levantado y esta fusionado con los
labios medios y laterales. Posee dos aberturas anfidiales y diez pequefas
sensilias (unidades sensonriales) alrededor de la estoma del estilete y
este tiene una longitud de 10 a 25 micras, en la mayoria de especies, el
cono es ligeramente curvado y el eje es recto e incluye tres nodulos
basales. La forma de los noddulos basales del estilete varia de redondeada
a transversalmente alargada y puede ser inclinado posteriormente. La

abertura de la glandula esofagial dorsal (DGO) esta localizado entre 2.5y
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9 micras detras de los nodulos del estilete. ElI poro excretor esta
localizado usualmente entre el ndédulo basal del estilete y el nivel
metacarpial. ElI metacorpus es relativamente largo y conectado
posteriormente con la glandula faringea. Estas glandulas son variables en
tamafo y forma, y se superponen al intestino ventralmente. Dos largos
didelfos (Uteros), con gdénadas. Cada génada esta compuesta de un
ovario con una zona germinal y de crecimiento, un oviducto, una larga
esférica lobulada espermateca y un largo Gtero. La mayoria de los huevos
embrionados son depositados en un saco de huevos producido por seis

glandulas rectales y secretadas a través del ano (Perry y Moens, 2006).

El macho es vermiforme, no sedentario, claramente anillado y con un
rango de longitud de 600 a 2500 micras. La cabeza esta compuesta de un
anillo post-labial. La region de la cabeza puede ser compensada y/o en
parte subdividida por una cisura transversal o anillamientos. La capa
protectora de la cabeza tiene un largo disco labial redondeado y esta
usualmente fusionado con los cuatro labios medios. Seis labios interiores
estan centrados alrededor de la abertura oral y una sensilia cefélica esta
presente en cada labio medio. Las dos largas aberturas anfidiales estan
localizadas entre el disco labial y el labio lateral. En algunas especies,
estos labios laterales son reducidos o estan ausentes. El estilete y la
region cefalica estan bien desarrollados; los rangos de estos ultimos en
longitud van desde 13 a 33 micras. La abertura de la glandula esofagial
dorsal (DGO) esta localizado 2-13 micras atras de los tres nddulos

basales del estilete; la forma del nddulo basal del estilete es como la de
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las hembras. El metacorpus de los machos es mucho mas pequefio
comprado con el de las hembras. El poro excretor-secretor y el hemizonio
estan localizados entre el nivel metacorpial y la superposicion ventral de
las glandulas faringea. EI hemizonio esta posicionado anterior o a veces
posterior al poro excretor-secretor. La glandula faringea es usualmente
reducida a dos. En la mayoria de especies, el campo lateral tiene cuatro
incisiones y las bandas de afuera son a veces areoladas. La cola es muy
corta, francamente redondeada y sin bolsa. Los pequefios fasmidos estan
posicionados cerca a la cloaca. Las espiculas son finas y de 20 a 40
micras de largo, mientras el gobernaculo tiene 10 micras de largo. El
estadio juvenil J2, es vermiforme, anillado y con rangos de longitud de
250 a 600 micras. La estructura de la cabeza es como la de los machos

pero mas pequefia y con una deébil region cefalica esclerotizada.

El delicado estilete recto tiene de largo de 9 a 16 micras, y la posicion del
DEGO (Dorsal Esophageal Gland Orifice) esta de 2 a 12 micras detras del
nodulo basal del estilete. EI metacorpus del juvenil J2, es relativamente
pequefio con una valva bien desarrollada. EI hemizonio estad usualmente
posicionado anterior y posterior al poro excretor-secretor. Tres glandulas
faringeas estan usualmente presentadas con superposicién al intestino.
Usualmente el recto es claramente inflado. La cola tiene de 15 a 100
micras de largo y la punta de la cola es estrecha y termina en una parte
de la cola hialina. Los fasmidos son muy pequefios y estan localizados a
un tercio de la longitud de la cola abajo del nivel del ano. Los campos

laterales tienen cuatro incisiones con bandas usualmente areoladas. La
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tercera etapa juvenil y cuarta etapa son sedentarias dentro de la raiz e
hinchadas; no tienen estilete y se desarrollan dentro de la cuticula del J2

(Perry y Moens, 2006).

1.3.4. Ciclo de vida de nematodo del género del Meloidogyne

Los huevos de Meloidogyne. se encuentran inmersos en una masa
gelatinosa dentro de la agalla o tumor, que los mantiene juntos y los
protege tanto de las condiciones ambientales extremas como de
depredadores. Las masas gelatinosas estdn compuestas por
glicoproteinas y también se les atribuye propiedades antimicrobianas.
Generalmente, estan depositadas en la superficie de los nédulos, pero
algunas veces se encuentran directamente sobre la superficie o dentro del
tejido de la raiz de la planta hospedante. La masa de huevos es
inicialmente suave, pegajosa y hialina, pero se hace mas firme y de color
marrén oscuro con el tiempo. Se pueden encontrar mas de 1 000 huevos
en una masa, que puede ser mas grande que el cuerpo de la hembra; la
eclosion de los huevos es influenciada por la temperatura y ocurre sin
requerir ningun estimulo por parte de la raiz de la planta; sin embargo los
exudados radiculares algunas veces estimulan la eclosion (Karssen y

Moens, 2006).

El desarrollo del huevo comienza breves horas después de la
ovoposicion, resultando en 2, 4, 8, 16 a mas células, hasta que se ve el
primer estado juvenil completamente formado, enrollado y con un estilete.

Se puede mover dentro del huevo pero no es muy activo. La primera
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muda tiene lugar en el huevo y no es dificil distinguir la cuticula del primer
estado juvenil, sobresaliendo mas alla de la cabeza del segundo estado
juvenil (J2). Poco después, este emerge rompiendo la membrana flexible
del huevo, por medio de pinchazos repetidos con el estilete. El juvenil de
segundo estado que ha emergido, se mueve a través del suelo en busca
de una raiz de la que pueda alimentarse de esta forma convirtiéendose en
sedentario. Su capacidad de sobrevivir se ve reforzada por varias
adaptaciones fisioldgicas y bioquimicas, incluyendo la quiescencia y la
diapausa, y las reservas de lipidos que prolongan su viabilidad hasta que

llega e invade la planta hospedante (Eisenback, 2009).

La busqueda de la raiz es al azar, hasta que se acerca a unos cuantos
centimetros. Luego son atraidos por los exudados radiculares,
acumulandose y penetrando la raiz por la zona de elongacién debajo del
punto de crecimiento. Se considera que el didxido de carbono es el factor
mas importante para atraer a los juveniles de segundo estado (Hussey y

Janssen, 2001; Karssen y Moens, 2006).

A través de algun punto de la zona subapical donde la endodermis
presenta escaso desarrollo y no constituye una barrera fisica para el
ingreso hacia el interior (Verdejo y Castillo, 2011); el nematodo avanza
hasta el tejido cortical y una vez alli la migracibn continda
intercelularmente hasta llegar al cilindro vascular en diferenciacion. El
avance a través del apoplasto se realiza por medios mecanicos a traves

de golpes de estilete, las cuales perforan las paredes celulares e inyectan
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secreciones de sus glandulas esofagicas. Estas secreciones causan un
agrandamiento de las células en el cilindro vascular y aumentan la
proporcion de la division celular en el periciclo. Esto da lugar a la
formacion de células gigantes (también llamadas sincitos) formada por un
agrandamiento de las células (hipertrofia). Al mismo tiempo, hay una
intensa multiplicacion celular (hiperplasia). Los nematodos absorben los
nutrientes del citoplasma directamente o0 a través de tubos de
alimentacion sintetizados con tal propdsito mediante las secreciones
procedentes de las glandulas subesofagicas dorsales (Hussey y Glundler,

1998).

Varios estudios han documentado los efectos de la infeccidbn por
nematodos en la expresidn génica. Algunos estudios en las células
gigantes han revelado que el ARNm de algunos genes puede estar
presente en niveles muchas veces mayor que en células de una raiz no
infectada. También se ha reportado que los niveles de enzimas
oxidoreductasas se incrementa, indicando un aumento en la actividad

metabdlica (Hussey y Janssen, 2001; Karssen y Moens, 2006).

Los nematodos del nodulo de la raiz secretan a través de su cuticula,
enzimas antioxidantes que son producidas en la hipodermis y protegen al
nematodo de la respuesta oxidativa del hospedante frente a la infeccion.
Asi también, las proteinas producidas y secretadas por las células de las
glandulas esofagicas dentro de la planta hospedante por medio del

estilete, son sefiales moleculares que desencadenan la activacion de
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rutas de sefalizacion, que conducen a la supresion de la defensa del
hospedante y a la induccion de células gigantes. Mientras se estan
formando las células gigantes y los nédulos, aumenta el ancho del
nematodo y hay una dilatacion considerable de las glandulas esofagicas.
Las células del primordio genital se dividen y éste se agranda haciéndose
notorio, dos ramificaciones en la hembra o formando un cuerpo alargado

en el macho (Anwar y McKenry, 2010).

Dentro de la raiz el individuo J2 pasa al estadio J3 y J4, si las condiciones
son propicias para la alimentacion y reproduccion, permanecera en la raiz
y se convertird en una hembra, si las condiciones son inadecuadas para
alimentarse, el individuo J4 dejaré la raiz y se convertira en un macho.
Cuando se completan la segunda y tercera muda en la hembra,
evidenciadas por las dos cuticulas desprendidas, el estilete y el bulbo
esofagico medio desaparecen. Poco después de la cuarta muda el estilete
y el bulbo medio son regenerados, se forman el Utero y la vagina y el
patron perineal se hace visible. La hembra de la cuarta etapa continGa
aumentando de grosor y un poco mas de longitud, sufriendo la ultima
muda y desarrolldndose como hembra adulta, de forma piriforme. Las
hembras pueden producir huevos por dos a tres meses y viven algun
tiempo mas después de que cesa la produccion de huevos. El ciclo
termina cuando la hembra tiene su primera ovopocion. En el caso del
macho Después de la segunda y tercera muda, el estilete no es visible, el
bulbo esofagico medio se ha degenerado y soélo la gonada se ha

alargado. Luego ocurre una rapida metamorfosis: el cuerpo alargado se
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desarrolla dentro de la cuticula, completo con estilete, eséfago con bulbo
medio, espiculas, y esperma en los testiculos. EI macho de la cuarta
etapa es vermiforme y sufre una dltima muda y emerge de la raiz ya como
adulto. No hay evidencia de alimentacion por parte de machos adultos y
pueden ser encontrados en especies partenogenéticas cuando las
condiciones son desfavorables para el desarrollo de la hembra, por
ejemplo, cuando las densidades son muy altas y hay una limitacion del
suministro de alimentos los machos probablemente viven s6lo semanas

(Harshman, D. 2011).

1.3.5. Tipo de Reproduccion.

El estado citogenético del género Meloidogyne spp. Es complejo pero
importante en el entendimiento de la biologia y evolucién de estos
nematodos. Tienen tres modos de reproduccién: anfimixis, automixis y
afomixis. (a) anfimixis, en el cual el esperma de los machos fertiliza los
ovocitos en las hembras y posteriormente se produce una meiosis, (b)
partenogénesis meidtica facultativa, en el cual en presencia de machos
se produce una anfimixis, pero en su ausencia, se lleva a cabo una
meiosis en los ovocitos, con dos de sus nucleos, con una reduccion de
complemento cromosémico (el pronucleo y el segundo cuerpo polar),
posteriormente se fusionan (automixis), y (c) partenogénesis mitética
obligada, donde los machos no estan involucrados y uno de los dos
nacleos producidos durante la division mitética inicial dentro del ovocito se
deteriora y el otro se convierte en el precursor del embridon posterior

(afomixis) (Chitwood y Perry, 2009).
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Al igual que muchos nematodos del suelo, la mayoria de especies de
Meloidogyne spp. son partenogénicas; el modo de reproduccion
apomictico se encuentra en las especies mas importantes en cuanto a su
distribucion geografica e impacto agrondmico. Las poblaciones de una
misma especie de Meloidogyne pueden ser diferentes en el modo de

reproduccion (Sasser 1989).

La mayoria de especies anfimicticas y automicticas son diploides, con un
namero haploide de cromosomas. Mientras que la mayoria de especies
apomicticas son poliploides o aneuploides y por lo general muestran una
amplia variacion en el namero de cromosomas (2n = 30-55 cromosomas).
Las especies de Meloidogyne spp. también se diferencian en su
proporcion de machos y hembras, las especies con fertilizacion cruzada
por lo general tienen una proporcion de 1:1, mientras que las especies
que se reproducen por partenogénesis facultativa u obligatoria como M.
hapla y M. Incognita tienen valores variables de dicha proporcién. En el
género Meloidogyne, los cromosomas sexuales estdn ausentes y la
proporcion de machos y hembras puede estar influida por factores
ambientales. Cuando se reproducen por partenogénesis meidtica y
mitéticas, el hacinamiento, la escasez de alimentos, las temperaturas
extremas u otras tensiones ambientales adversas, pueden dar lugar a la
formacion de machos por inversion sexual. Estos machos raramente
inseminan hembras, e incluso cuando lo hacen, una division mitética en el
ovocito inicia la embriogénesis sin fusion con el ndcleo de

espermatozoide. La inversion sexual ocurre cuando en condiciones
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desfavorables para el nematodo, una vez formado el primordio genital de
hembras, este cambia para dar lugar a un nematodo macho.
Dependiendo de la etapa de desarrollo en la cual ocurre la inversion
sexual, los machos involucrados pueden tener 1 o 2 gbnadas de tamafio
variable. La inversion sexual en un periodo inicial de desarrollo da lugar a
machos con un testiculo, casi indistinguible de machos normales de igual
modo en una etapa media de desarrollo del segundo estado da lugar a la
degeneracion del nucleo de una de las células que resulta en machos con

un testiculo atrofiado y otro bien desarrollado (Chitwood y Perry, 2009).

1.3.6. Factores que afectan el desarrollo del nematodo

La temperatura, la humedad, la porosidad del suelo, la disponibilidad de
oxigeno y la presencia de toxinas, pueden limitar o detener el movimiento,
el desarrollo y la eclosion de huevos de los nematodos noduladores de la
raiz (Rodriguez, M. 2000; Evans y Perry, 2009). La temperatura no sélo
afecta la tasa de multiplicacion del nematodo sino también su distribucion,
especialmente en relacién con la capacidad de sobrevivir a los efectos de
alta o baja temperatura. Dentro del género Meloidogyne hay dos grupos,
termofilos y criéfilos; son cridfilos cuando sobreviven en el suelo a
temperaturas de hasta por debajo de 10 °C, mientras que los termdfilos
no sobreviven en el suelo a temperaturas inferiores a 10 °C como es el

caso de Meloidogyne incognita (Monsy Perry, 2009).
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1.3.7. Procesos asociados a los sintomas observados en plantas de
importancia agronémica
Las agallas en raices de vegetales causadas por especies de
Meloidogyne spp. tienden a ser bastante largas y prominentes en la
mayoria de hortalizas. El sistema radicular es dafiado y reducido en
tamafio. Un dafio severo en la raiz resulta en una produccion pobre,
enanismo, clorosis, marchitez y defoliacion, todo debido al dafio severo de
la raiz. Ademas, senescencia prematura, y la planta puede sufrir estrés
hidrico y nutricional por el pobre funcionamiento de la raiz. El efecto mas
aparente del parasitismo de nematodo de Meloidogyne sobre la planta es

una reduccion general del crecimiento (Bridge y Starr, 2007).

Los nematodos del género de Meloidogyne reducen el crecimiento de las
plantas debido a que destruyen la estructura de las células y consumen
su contenido, interfiriendo en los procesos fisiologicos normales y
modificando la expresion genética en la planta hospedante. Ademas de la
disminucién en el crecimiento, los sintomas asociados al parasitismo, a
menudo son marchitez temporal y aparentes deficiencias nutricionales en
las hojas; manifestaciones de alteraciones en dos funciones radicales
basicas como son la absorcion de agua y la nutricibn mineral,
respectivamente; provocan una reduccion en la absorcion de agua debido
a la destruccibn mecéanica que se produce en las raices y a la
consiguiente pérdida de biomasa funcional. Sin embargo, se reporta que
las relaciones hidricas en la planta se ven afectadas en etapas tempranas

de la infeccién, cuando el parasitismo aun no ha originado destruccién de
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tejidos ni ha reducido la relacién raiz y parte aérea. El parasitismo origina
interrupciones en la corriente transpiratoria, que afectan a células
ubicadas dentro del cilindro vascular. Como consecuencia, la
conductividad hidraulica disminuye en las raices, tal como lo confirman
estudios llevados a cabo en Meloidogyne spp. Las alteraciones en las
relaciones entre el agua y el cultivo, a nivel radical, se traducen en
desérdenes hidricos que se evidencian en la parte aérea, como la caida
del potencial hidrico de las hojas y alteraciones en los valores normales
de conductividad estomatica, transpiracion y eficiencia hidrica (Nico, A.

2002).

Otra funcion del sistema radical que sufre el efecto perjudicial del
parasitismo del nematodo Meloidogyne es la nutricibn mineral. La
magnitud de la alteracion varia ampliamente de acuerdo con el
hospedante, las condiciones ambientales y el tiempo transcurrido desde el
comienzo de la infeccion La reduccion en la absorcion de nutrientes
minerales obedece fundamentalmente a que la superficie activa para la
misma se ve reducida tanto por el dafio mecanico directo, como por la
disminucién de emision de raices laterales y la elongacion de las ya
existentes. El perjuicio causado por los nematodos a la nutricion mineral
no se restringe al proceso de absorcion, sino que afecta igualmente a la
translocacion de los mismos hacia la parte aérea. Este fenOmeno es
particularmente notable en Meloidogyne spp ya que se alojan en el

cilindro vascular (Hussey y Janssen, 2001).
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En algunos casos, esta circunstancia determina un comportamiento
diferencial entre los diversos elementos minerales esenciales y un des
ajuste entre los mismos. Asi, aquellos nutrientes cuya via de traslocacion
es preferentemente simplastica, sufren de manera particular este efecto y
terminan, de esta manera, concentrandose en la raiz y haciendo sentir su
deficiencia en la parte aérea. El parasitismo de los nematodos de
Meloidogyne causa efectos perjudiciales igualmente sobre la fotosintesis.
La reduccion en la cantidad total de Dioxido de carbono asimilado ha sido
demostrada en patosistemas que involucran a nematodos noduladores

como M. javanica,M. incognita (Melakerberhan y Webster 1993).

Al no existir un contacto directo entre el nematodo Meloidogyne y los
organos aéreos involucrados en la fotosintesis es de suponer que la
reduccion en la produccion neta de fotoasimilados responde a
mecanismos indirectos, esto es, que existen procesos intermedios cuya
alteracién es la que determina, en Ultima instancia, la disfuncién de la
fotosintesis normal. La reduccién en la funcion fotosintética obedece,
entre otras razones, a la reduccion del area foliar a una menor
concentracion de clorofila como consecuencia del déficit de nitrégeno y a
la reduccion de las tasas de intercambio gaseoso como consecuencia del
estrés hidrico y alteraciones en la funcion estomatica normal (Rodriguez,

2000).
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1.3.8. Meloidogyne en la zanahoria

Los nematodos del genero Meloidogyne constituyen un problema muy
comun en el cultivo de la zanahoria a lo largo del todo el ciclo productivo,
al ocasionar disminucién en su potencialidad productivo por el desarrollo
de agallas y distorsion de las raices secundarias; se produce un excesivo
crecimiento de la raiz. Se presenta con mayor frecuencia en suelos
arenosos y franco arcillosos con bajo contenido de materia organica; a
pesar del dafio extremo a la raiz, la parte superior puede crecer

aparentemente normal (Gaviola, 2013).

Anwar y McKenry, (2010) también encontraron sintomas en plantas de
zanahoria (Daucus carota L.). Inducido por Meloidoyine spp, como la
presencia de agallas en pelos radicales, en ocasiones bifurcacion de raiz
con presencia de agallas en la parte terminal y en la parte aérea se

evidencia la reduccion del Gaviola (2013).

Anwar y McKenry (2010), hacen referencia que el género Meloidogyne
utiliza su gran actividad enzimética en la raiz de zanahoria para la
formacién de agallas y deformacion radicular, inducida por el buen

desarrollo de sus glandulas esofagiales.
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1.4. METODOS DE EXTRACCION
1.4.1. Extraccion de nematodos por el método del embudo de
Baerman

Este método se basa en los principios de movilidad de los nematodos y
de mayor densidad de estos que el agua, por lo que este método funciona
solamente para nematodos muy moviles, normalmente los nematodos
parasitos tienen escasa movilidad, siendo los de vida libre los que mas se
mueven y los que mas abundantes resultan con este método de
extraccion al observar. Existen varias modificaciones del método original,
en donde basicamente han sido reemplazados algunos componentes por
otros mas eficientes. Los requerimientos basicos de esta técnica
consisten en un embudo de vidrio o de plastico de tamafio mediano. En
su parte inferior se le ajusta una manguera de hule suave, que se cierra
mediante una pinza de presion tipo Mohr. El embudo se coloca en un
soporte y se llena con agua potable. Posteriormente, pequefias
cantidades de suelo, material vegetal u otro tipo de materia organica, son
colocadas dentro de una bolsa de tela porosa o papel, la cual se sumerge
suavemente en el agua del embudo. Una de las variantes que se puede
implementar consiste en colocar a pocos milimetros del borde superior del
embudo, un cedazo o malla de alambre cuya funcién es soportar la
muestra, la que es vertida sobre tela o papel, cuya consistencia, textura y

porosidad puede variar (Canto, 2005).
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1.4.2. Método de la bandeja

Consiste en suspender el suelo en un determinado volumen de agua, y
después de un corto periodo de reposo, la suspension se vierte sobre un
juego superpuesto de cribas de 100 y 400 mallas. El suelo retenido en la
criba mas fina, se transfiere a un cilindro con fondo de tela, que
posteriormente se coloca en el embudo. Después de 24 a 48 horas, todas
las formas activas de nematodos han pasado a través de la tela o papel y
pueden ser recogidas en un pequefio volumen de agua al retirar la pinza

Mohr de la manguera.

Este método se puede optimizar para la extraccion de Meloidogyne, el
método de la Bandeja tiene la ventaja de ser un método sencillo, no
requiere equipamiento especifico y extrae una amplia variedad de
nematodos moviles y puede emplearse sin conocimientos técnicos de
aparatos de laboratorio; como procedimiento final para la observacion de
nematodos se necesita un microscopio y muestra, tomado una gota de
agua con un aza de platino y la colocamos en el cristal que se ubica en el

microscopio (Canto, M. 2005).

1.5. METODO MORFOLOGICO PARA LA IDENTIFICACION DE
Meloidogyne ssp

La identificacion clasica de especies de nematodos, esta basada en

caracteres morfologicos y morfomeétricos. El procedimiento mas frecuente

para su identificacion es el estudio del patron perineal que se ubica en la

region posterior del cuerpo de los especimenes hembras. Esta region
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comprende el area de la vulva-ano (el perineo), el término de la cola, arco
dorsal, fasmidios, lineas laterales, y estriaciones cuticulares circundantes
Es importante que las descripciones de las especies se ajusten a una
norma general, con el fin de facilitar la comparacion precisa y diagnostico

diferencial (Perry y Moens, 2009).

El patron perineal ha sido usado en la identificacion y descripcion de
especies desde 1949 cuando Chitwood lo usé como un método de
identificacion. Desde entonces permanece como uno de los métodos
importantes en la identificacién de especies debido a que las hembras son
relativamente grandes en tamafo, faciles de encontrar en tejidos
infectados y preparar para examinarse en microscopio, a diferencia de los
machos, los cuales son dificiles de encontrar, o juveniles los cuales son
pequefios, vermiformes y dificiles de preparar para examinarlos por medio
del microscopio. En cuanto a la identificacion de machos, se utilizan las
caracteristicas de la region cefélica. Las caracteristicas a analizar de la
region cefélica son el estoma, los masculos del estilete (Hunt y Handoo,

2009).

El estudio de los caracteres morfolégicos y su descripcion va
acompanado de dimensiones y radios (cocientes), establecidos y
complementados con parametros sefialados por varios autores a lo largo
de los ultimos afios. Sin embargo, debe considerarse que una poblacion

no debe identificarse Unicamente con medidas, debido a que éstas
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pueden ser variables e incluso pueden sobreponerse entre especies

(Vera, 2014).

El tamafo de los nematodos del genero Meloidogyne hace necesario el
empleo de un microscopio Optico compuesto para su observacion y
medicion; asi como para la realizacion de esquemas y fotografias de los
especimenes y sus estructuras. También se utiliza el microscopio
electrénico de rastreo o barrido, como una herramienta de trabajo para el
diagnéstico, ya que permite ver con mucha mas claridad algunos detalles
morfolégicos que son imprecisos utilizando el microscopio Optico
compuesto; incluso permiten evidenciar diferencias morfolégicas entre
poblaciones o razas de diferentes especies. Entre los caracteres
morfolégicos mas importantes revelados por el microscopio electrénico de
rastreo se encuentran los de la regién cefédlica en hembras, machos y
juveniles, asi como detalles de las estructuras que se presentan en la al
nivel del patron perineal region de la cola en hembras y machos

(Rodriguez, 2000).

Un preciso diagnostico del nematodo Meloidogyne spp. es decisivo para
un efectivo control de enfermedades, y esto depende de la rapida y
certera identificacion del patdgeno. Adicionalmente, las decisiones de
cuarentena de material vegetal, también demandan tiempo y diagndésticos

precisos indican Perry y Moens (2009).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

2.1. LUGAR DE LA INVESTIGACION

La investigacion se realizo en el laboratorio de fitopatologia de la EPA,
con muestras obtenias en el valle de Pongora ubicado en el Distrito de
Pacaicasa, Provincia de Huamanga Departamento de Ayacucho a una

altitud 2744 msnm, a una latitud de 13° 6' 0" y longitud de 74° 11’ 0".

2.1.1. Agroecologia de la zona

La zona tiene un clima templado est4 considerado como un valle
interandino con humedad relativa de 76 %; el suelo es franco arcilloso. El
terreno tiene una pendiente de 3% y pertenece a la zona de vida natural

Montano bajo (Holdridge, 1999).
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2.2. MATERIALES Y EQUIPOS
» Materiales de Campo
Plantas de zanahoria infectadas, muestra de suelo, bolsas polipropileno,

libreta de campo, regla, camara fotografica, lapices, pico, pala, altimetro.

» Materiales de Laboratorio

Lupa, espatula, estereoscopio, microscopio compuesto, tamices de
diferente calibre, soporte universal con aros, mallas de tela o plastico,
recipientes de plastico, vasos de precipitado, bandejas de PVC, clips,
tijera, papel filtro, pisceta, papel toalla, estilete con punta de pluma,

balanza, agujas de diseccion.

2.3. METODOLOGIA

2.3.1. Zona de trabajo

El area de recoleccién de muestras se establecié en el valle de Pongora
por ser productora de hortalizas, entre las cuales se encuentra la
zanahoria. Se eligieron campos segun su extensién de cultivo. Se eligio el
sector de Chanchara y el area de cultivo denominada Andabamba; se

evalué una superficie de 2,5 Has.
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Fot. 2.1 Sitios de muestreo de suelos y raices de zanahoria con sintomas

ey A »
e h oo, - o —
o \ A

s

Fot. 2.2 Vista de Parcelas con cultivo de zanahoria

2.3.2. Toma de muestras de campo

El procedimiento de muestreo fue al azar para pequefas parcelas
representativas como indica (Coyne, 2007). Se recorrié el campo en zig-
zag estableciéndose 10 estaciones de muestreo, obteniéndose raices
infectadas y aproximadamente 5 kg de suelo de cada parcela; obtenidas

las muestras de suelo, se procedié a homogenizarlas en el mismo campo;
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de este homogenizado de suelos, se extrajo una muestra de 5 kg como
representante del suelo de la zona de Pongora. En todos los muestreos
de tratd maximizar las evidencias para aumentar las posibilidades de
obtener mas datos de distribucion de las especies de Meloidogyne. De las
parcelas se extrajeron 10 raices de zanahoria, que se depositaron en
bolsas de polipropileno y trasladadas posteriormente al laboratorio de

fitopatologia de la Escuela de Agronomia.

2.3.3. Sub muestreo de suelos

De la muestra de suelo de 5 kg homogenizado, se extrajo una submuestra

de 500 grs. para los estudios de extraccion de nematodos en laboratorio.

Fot. 2.3. Muestra de suelo extraido de campo Fot. 2.4. Sub muestreo de suelo de campo.

2.3.5. Métodos de extraccion de nematodos
Para el reconocimiento a nivel de género, se obtuvieron muestras de

suelo de la zona de rizésfera de cada planta de igual modo plantas
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infectadas lo cual se utiliz6 en la extraccibn de nematodos machos y

hembras respectivamente. En este trabajo se utilizaron tres métodos:

a. Meétodo del embudo de Baerman

1. Se colocé los aros en el soporte universal y sobre el cual se colocé el
embudo, en la punta del embudo se colocé una manguerita de goma
y se cerrd con un clips, en la parte ancha del embudo se colocé una
malla para que soporte papel filtro y el suelo.

2. Se coloco el suelo sobre el pedazo de papel filtro y se envuelve
ligeramente.

3. Luego con una pizeta se llen6 de agua hasta que cubra todo el suelo
y el nivel del embudo, cuidando que no sobrepase el nivel del
embudo.

4. Al cabo de 48 horas los nematodos pasaron por el papel filtro hacia el
fondo del embudo, seguidamente se abrio el clips y recolectamos los
nematodos en un vaso de precipitado.

5. Finalmente se realiz6 la identificacion de los nematodos.
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Fot. 2.5. Extraccion de nematodos machos del genero

Meloidogyne por método del embudo.

b. Método de la bandeja

Modificado por Canto (2005), indica que se debe realizar el siguiente

procedimiento:

1.

Se colocéd las bandejitas de PVC con una malla en la base en
recipiente de plastico casi de la misma medida, de tal modo que no
choque con la base del recipiente.

Se coloc6é una toalla sobre la malla, de modo que cubra toda la
bandejita.

Se utilizo 150 gr. de suelo para cada bandeja.

Se llené con una pizeta agua por los bordes de la bandejita, de modo
que el agua cubri6 todo el suelo.

Luego de las 48 horas se retir6 el suelo y el agua de la bandejita que
contenia los nematodos luego se pasé por un tamiz de 38 micras.

Se colecto en una placa petri los nematodos del tamiz mas fino.

Finalmente se observd al estereoscopio los nematodos.
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Fot. 2.6. Extraccion de nematodos machos del genero Meloidogyne por método

de la bandeja.

c. Método del licuado

Este método se utiliza generalmente para extraer hembras adultas que

estan dentro del tejido infectado. El procedimiento desarrollado por

Oostembrink (1960; citado por Canto, 2005) tiene el siguiente detalle:

1. Todo el contenido por 30 segundos, se lavo las paredes de la
licuadora y se licu6 nuevamente por 30 segundos mas.

2. El contenido del licuado, que contenia la suspension de neméatodos se
vertié sobre los tamices, en la parte de arriba estuvo ubicado el tamiz
de 100 mesh y en la parte de inferior el tamiz de 400 mesh. En
seguida se Enjuago los dos tamices. Luego se descarto lo que quedo
en el tamis de 100 mesh y se colecto el material que quedo el tamiz
de 400 mesh, el cual se vertio en un vaso de precipitado de 250 ml.
Se pico 2 raices de zanahoria con sintomas de agalla, luego se puso
a licuar por un lapso de 3 minutos, para lo cual se le agreg6 20 ml. de
hipocloritos de sodio al 10% luego se incrementé el volumen 200 ml

usando agua destilada. Posteriormente se licué
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3. Para la observacion se sac6 una alicuota de 10 ml. El cual se puso
sobre el portaobjeto y se observo al microscopio, para dicho fin se ha

utilizo una gota con glicerina (Harshman, 2011).

2.4. PROCEDIMIENTO PARA RECONOCER EL GENERO
Para el reconocimiento del género Meloidogyne se basO en las
caracteristicas morfologicas de la hembra, del macho y de los sintomas

que desarrolla en la raiz de zanahoria.

2.4.1. Reconocimiento del macho

Una vez extraidos los machos vermiformes por los métodos descritos
anteriormente como es mandeja y Berman, se procedi6é a inmovilizar a los
nematodos, transfiriéndolos a un tubo de ensayo de 100 ml. con la
finalidad de matar al nematodo; el tubo se flamea con un mechero de
alcohol durante 30 a 40 segundos, se deja enfriar y se transfiere a una
luna de reloj o0 a un portaobjeto céncavo con la ayuda de un estilete muy

fino.

Para el reconocimiento a nivel de género se utilizé la clave para la

identificacion de los nematodos parasitos de plantas, traducido al espafiol

por Canto (2006), que se muestra en el Cuadro 2.1.
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Cuadro 2.1 caracteristicas que presentan el género Meloidogyne.

o Labios. )
Caracteristicas _ Lobulo
Estilete Esqueleto o Cola
Generales _ esofagico
labial
Nematodos 2 veces Coénicos, no Con Variable,
pequefios de el ancho | sobresalientes, | superposicion sub
0.35a0.45 de la esqueleto ventral. aguda a
mm. Filiformes region cefélico veces
color oscuro. labial, ligeramente bifurcada
poco esclerotizado. la
robustos porcion
con hialina.
nédulos.

2.4.2. Reconocimiento de la hembra
Las hembras del género Meloidogyne son considerados como
endoparasitos sedentarios y es necesario extraerlos del tejido como se

indica en la metodologia.

El género Meloidogyne presenta un dimorfismo sexual bien marcado; la
hembra tiene el cuerpo ensanchado en forma de pera (piriforme) y su eje
central coincide con una linea recta desde el ano hasta el estilete. Lo
caracteristico de la hembra es la posicion del cuello (Perry y Moens,

2006).

2.5. PROCEDIMIENTO PARA IDENTIFICAR LA ESPECIE
Para identificar la especie de Meloidogyne se procedié como en el caso
de la identificacion de género; se colecté muestras de zanahoria con los

sintomas caracteristicos de agallas acompafiado con muestra de suelo.
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En este caso estas muestras se llevaron para su identificacion al
laboratorio de Nematologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina,

siguiendo el protocolo correspondiente para dicho fin.

Terminacion ‘ / /

de la cola

|esioQ ‘

\’ | Arco dorsal ’
)| —

fasmido ‘ ; \\‘\ |
N
<= St

a— /

).
t——
—
o —
|eJJUS )\

Fot. 2.7. Morfologia de una hembra del género Meloidogyne spp. (Perry y Moens, 2006). ‘

2.5.1. Extraccién y montaje de hembras de Meloidogyne spp

Las muestras de raices con sintomas se lavaron cuidadosamente
sumergiéndolas en un depdsito conteniendo agua, evitando el deterioro
de la muestra. Con la ayuda de un microscopio estereoscopico y agujas
de diseccion se abri6 el tejido afectado y las agallas tratando de no dafar
las hembras maduras que se encuentran dentro de ellas; luego fueron
transferidas a acido lactico al 45 %, dejandose reposar por 24 horas.

Para la realizacion de los montajes del patrén perineal se hizo con la
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ayuda de un esteroscopio compuesto para ubicar el disefio perineal en la
hembra madura y se procedid a cortarlo en forma rectangular. Los cortes
perineales fueron colocados en un portaobjeto conteniendo una gota de
glicerina, orientandose la vulva del disefio hacia la parte superior del
portaobjeto, asi como la parte interior de la cubierta del cuerpo hacia
abajo. Luego se colocé un cubre objeto y se sell6 con esmalte
transparente de ufas; los preparados se identificaron con etiquetas y el su
codigo respectivo (Vera, 2014). Los montajes de los patrones perineales

se observaron en microscopio éptico compuesto para su identificacion.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

Sobre la base de los objetivos planteados y de los procedimientos
aplicados en la presente investigacion, se obtuvieron los resultados

esperados cumpliéndose la hipétesis planteada.

3.1. SOBRE EL RECONOCIMIENTO DEL GENERO MELOIDOGYNE

El reconocimiento del género de nematodo en las muestras, se facilitdé con
la tecnologia, ademéas que los sintomas producidos en las raices de
zanahoria son caracteristicos para el género y esta bien documentados a
nivel mundial (Harshman, 2011). En cuanto al muestreo se tuvo dificultad
en la obtencion de muestras enfermas, debido a la dispersion del
nematodo en los suelos y a la presencia de otros fitopatbgenos como
Pythium que causan sintomas parecidos a los de Meloidogyne, en cuanto

a la bifurcacién de las raices.
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Segun reportes de los agricultores de la zona, la presencia de estos
sintomas en la zanahoria no es reciente, ya que hay afios donde la
incidencia de la enfermedad es mucho mayor, que se ve incrementada
por la practica de monocultivo de zanahoria que favoreciéndosela
permanencia de la enfermedad, como un aspecto basico dela ecologia de

los fitonematodos (Karssen y Moens, 2006).

Segun Castillo y Verdejo (2011) las caracteristicas estructurales del suelo
son importantes para presencia del nematodo y la incidencia de la
enfermedad; en un suelo arenoso los sintomas son mas evidentes que en
un suelo franco arcilloso; en Pongora se encuentran suelos areno
arcillosos y arenosos por ser lecho de rio, y la presencia de
sintomatologia por nematodos fue baja debido probablemente a la poca
presencia del nematodo en la zona; la zonas cercanas al curso de los rios
de valles interandinos de Ayacucho son normalmente una mezcla de

arcillas, arenas y limos, y el nematodo siempre esta presente.

3.1.1. Reconocimiento del nematodo macho

El género Meloidogyne presenta un dimorfismo sexual muy pronunciado,
gue se evidencia en la forma del cuerpo de la hembra y del macho; la
hembra tiene en cuerpo ensanchado y el macho es vermiforme (Agrios,
2004). ElI nematodo macho fue identificado por sus caracteristicas
morfoanatomicas basados fundamentalmente en el tipo de estoma y en la
forma de la cola (Vera, 2014), como se puede observar en la fotografia

3.1.
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Los machos son de tamafio pequefio y de color oscuro y vermiforme. Una
de las caracteristicas del género Meloidogyne es su tamafio, que oscila
entre 0.30 a 0.50 mm., de contextura filiforme en comparacion con los
otros géneros (Perry y Moens, 2009); estas caracteristicas coincidieron en
los nematodos extraidos de la zanahoria infectada de Pongora. Otra de
las caracteristicas representativas de este género es el tamafio de su
estilete, que puede llegar a medir el doble del ancho de la regién labial;
tiene un estilete pequefio si lo comparamos con otros géneros, ya que
este le sirve solamente para penetrar dentro de la raiz y ubicarse en el
interior. Estas caracteristicas indican que el género Meloidogyne es un

endoparasito sedentario (Hussey y Janssen, 2001).

En cuanto a las caracteristicas de la cola, es de suma importancia en la
taxonomia de los nematodos, ya que existen variaciones entre géneros.
En el caso de Meloidogyne es variable; segun Kumar (2009), puede tener
forma sub aguda o bifurcada, o roma. En el presente trabajo se observé
una cola de tipo filiforme, como se nota en la Fotografia 3.3 .Todas las
caracteristicas antes mencionadas coinciden con las descritas por

Shurtleff y Averre IIl (2005) y Perry y Moens (2009).
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Fot. 3.1 Vista en microscopico del género de Meloidogyne macho.

Eséfago

Estilete

SoTeEr
o e

Bulbo medio

Fot. 3.2. Tipo de estoma-estilete de Meloidogyne

Fot. 3.3. Tipo de colas variables en Meloidogyne.
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3.1.2. Reconocimiento de la hembra

La hembra es un endoparasito sedentario, que muestra una gran
actividad enzimatica por su gran desarrollo de glandulas esofagiales, que
contribuye a modificar los tejidos del hospedante para agrandar el tejido
radical (por trabajo de mitosis) y poder alimentarse (Hussey y Janssen
2001). Presenté un cuerpo redondeado de color blanco diamantado en
forma de pera y un cuello pronunciado, a veces doblado, como se puede

observar en la fotografia 3.3.

En las muestras de Pongora se registraron que las hembras median de
1.5mm longitud y 500 micras ancho; lo cual estan dentro del rango
descrito por Moens y Perry (2006); en cuanto al color del cuerpo fue
oscuro opaco, debido posiblemente a las caracteristica del suelo y al tipo
de alimentacién (Fot 3.4). En la parte posterior del cuerpo se pudo
observar un patrén cuticular o patron perineal caracteristico alrededor del

perineo.

El estilete tenia el cono ligeramente curvado, con tres nédulos basales. La
forma de los ndédulos basales tenia la forma redondeada con una
inclinacion posterior, como lo indican Perry y Moens (2006). Las
descripciones efectuadas evidencian que la morfologia de la hembra de
Meloidogyne estéa claramente diferenciada del macho y de igual modo,

comparativamente con otros generos (Fot 3.4).
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Fot. 3.4. Vista microscopico de la hembra del
género de Meloidogyne.

3.1.3. Reconocimiento de los sintomas en raices ocasionados por
Meloidogyne

Lo mas caracteristico fue la presencia de agallas o nédulos y proliferaciéon

de raices secundarias, que es el efecto mas aparente del parasitismo de

este nematodo en la raiz; del mismo, modo se pudo ver una reduccion en

el crecimiento general de la raiz de reserva (fotografias 3.5, 3.6, 3.7), que

también fue observado por Bridge y Starr (2007).

Nico (2002), informa que los sintomas especificos de Meloidogyne son
agallas, nodulos, bifurcaciones y proliferacion de raices, que también
fueron observados las muestras de Pongora; los sintomas de enanismo,
antocianescencia y amarillamiento a nivel de las hojas, que describe el

autor, no se observaron de manera consistente en las muestras.
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La bifurcacion no solo es causado por Meloidogyne si no también esta
reportado para Phytium sp. (Garcia, 2002). En las muestras de Pongora
se observd este sintoma en la mayoria de las raices, pero no se
diagnostico la presencia de Pythium. En este sentido, Nico (2002) indica
que Meloidogyne es un parasito obligado, que no mata a la planta, ya que
en la gran mayoria de las plantas susceptibles el sintoma mas comdn y
conspicuo es solamente la hipertrofia radicular, con proliferacion de raices

secundarias acompafadas de pequefios nédulos (Fot. 3.5).

Gbomez y Martin (1998) indican que Meloidogyne causa ndédulos grandes,
irregulares y generalmente confluyentes, que tienen el mismo color de las

raices (fot. 3.8).

Fot. 3.6. Presencia de nédulos Fot.3.5. zanahoria con bifurcacién
con hojas en normal desarrollo. en raiz y hojas cloréticas.
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Fot 3.7. Muestra de zanahoria con sintoma de Meloidogyne.

a7




Fot. 3.8. Presencia de nddulos y proliferacion en la
raiz de la zanahoria.

3.2. Reconocimiento de la especie

Aunque se reporta que Meloidogyne incognita es predominante en suelos
de costa y de los valles interandinos del Peru, también se ha evidenciado
la presencia de M. arenaria, M. hapla y M. javanica. Como lo indican Vera
(2014), Verdejo y Castillo (2011) existen especies de climas frios,
templados y célidos; en nuestro Pais se le puede encontrar en la costa,
sierra (valles interandinos) y zonas de montafa; por ello, las condiciones
de Pongora (clima templado) son propicias para la existencia de esta

especie de nematodo.

En cuanto al reconocimiento de especies, Vera (2014) indica que existen
diversos métodos de estudio: morfologico-morfométrico, analisis
molecular de &cidos nucleicos (PCR), prueba de hospedantes

diferenciales y analisis electroforéticos de proteinas e isoenzimas.
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Para la determinacion de la especie de Meloidogyne, en las muestras de
Pongora, se usaron las caracteristicas morfoldgicas, especialmente la
forma del patron perineal, ya que es la mas determinante para este

género y la mas utilizada hasta la actualidad (Harshman, 2011).

Para identificar la especie de Meloidogyne se extrajo hembras adultas de
las agallas o nodulos de las raices de zanahoria que presentaran las
caracteristicas mas frecuentes de tamafio y forma, de acuerdo a las
indicaciones de publicaciones especializadas sobre nematologia vegetal
(Plant Nematology y Root-KnotNematodes de Perry y Moens, 2006). Las
caracteristicas de los patrones perineales de hembras se compararon con
las descritas en la imagen del patron perineal ofrecida por Shurtleff y

Averre (2005); Fot 3.9.

Otra consideracion plantea que las hembras no estdn sujetas a los
mismos parametros de identificacion morfolégica que los machos y
juveniles, puesto que la caracteristica mas importante para la
identificacion de las especies, a partir de hembras, es el patron perineal

(Kumar, 2009).

3.2.1. Parametros para la identificacibn a nivel de especie en
hembras

Los caracteres morfolégicos del patron perineal que se usan en la
identificacion son la forma del disefio perineal, que pueden ser

rectangular, circular, oval, piriforme, de reloj de arena; arco dorsal (alto,
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bajo redondeado, aplanado, cuadrado); lineas laterales (presentes o
ausentes); forma de las estrias (finas, gruesas, cortas, quebradas, lisas,
onduladas, en zigzag); hombreras (presentes o ausentes); puntuaciones
al término de la cola (presentes o0 ausentes) y alas en uno o ambos lados

del disefio (presentes o ausentes).

El criterio de diagndstico de los individuos de Meloidogyne fue considerar
que las caracteristicas del patron perineal de los nematodos de Pongora
estuvieran en el rango de las caracteristicas del patron perineal descrito
por Einsenback (1983).De este modo, se determind coincidencia en la
mayoria de los caracteres establecidos por Hunt y Handoo (2009) para la

especie Meloidogyne incognita, que se exponen en el Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1. Principales caracteristicas del patron perineal de

Meloidogyne incognita, segun Hunt y Handoo (2009).

Especie Meloidogyne incognita

Patron perineal Arco dorsal alto y cuadrado

Campo lateral Sin lineas laterales claramente visibles
Estrias Lisas a onduladas, moderadamente finas
Regidn perivulvar estrias que se dirigen hacia la vulva

Las caracteristicas de los nematodos de raices de zanahoria de Pongora
fueron un arco dorsal alto formado por estrias, de contextura lisa y medio
ondulada. Algunas estrias se bifurcan cerca de las lineas laterales, las
gue no estaban claramente visibles. Es frecuentemente las estrias que se

dirigen hacia la vulva, como se puede observar (fotografia 3.10). Por ello,
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la investigacion efectuada con muestras de zanahorias infectadas de
Pongora establece que el parasito causante de la enfermedad es la
especie Meloidogyne incognita, probablemente una de las razas

establecida en los valles interandinos de Ayacucho.

Patrén perineal:
- Arco dorsal alto y
cuadrado.

Campo lateral: Sin
lineas laterales
claramente visibles

Estrias: Lisas a
onduladas,
moderadamente
finas

Regidon perivulvar:
estrias que se dirigen
hacia la vulva

Fot. 3.9. Imagen del patron perineal de la especie

Melodogine incognita. Pongora-Ayacucho.

51



CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.CONCLUSIONES.

1. La determinacién especifica de Meloidogyne en zanahoria tuvo como
indicador primario la sintomatologia de agallas, bifurcacion,
deformacion de raices y proliferacién de raices secundarias.

2. Se determino la presencia de la especie Melodogne incognita como el
nematodo pardsito asociado a la sintomatologia de zanahorias

enfermas de la localidad de Pongora.

4.2. RECOMENDACIONES

1. Realizar investigaciones orientadas a prevenciéon y erradicacién de
Meloidogyne incognita en cultivos de zanahoria.

2. Investigar la interaccion de Melodogyne incognita con otros
fitopatdgenos de suelo, en la deformacién radicular y produccion de

agallas en raices de zanahoria.
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Realizar la identificacibn molecular de Meloidogyne incognita de los
valles interandinos de Ayacucho, para determinar las razas existentes.
Efectuar investigaciones para el tratamiento de la enfermedad en
todas las zonas de valle donde se cultiva zanahoria en forma

comercial.
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ANEXOS
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ANEXO 1.
Mapa de ubicacién donde se realizo el trabajo de investigacion

Hacaydasa Quinua

Mapa Provincial de Huamanga
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ANEXO 2.

Parcela del cultivo de la zanahoria en los primeros dias de evaluacion.
A
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ANEXO 3.

Raices de zanahoria infectada en las parcelas de Pongora-Ayacucho

7 o
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