UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS

DENSIDAD DE FITONEMATODOS ASOCIADOS AL CULTIVO DE PAPA
(Solanum tuberosum) EN EL ANP NEVADO DE TOLUCA, ESTADO DE MEXICO

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS

PRESENTA:

DULCE MARIA GALVAN ARELLANO

COMITE DE TUTORAL

Tutora Académica: Dra. Petra Sanchez Nava.

Tutora Adjunto: Dra. Tizbe Teresa Arteaga Reyes.

Tutora Adjunto: Dr. Felipe de Jestus Rodriguez Romero.

El Cerrillo Piedras Blancas, Toluca, Estado de México

Junio, 2019



INDICE

RESUMEN ...ttt ettt h et ettt et e s be et e eseeneente st e tebensenaenseas 13
ABSTRACT ...ttt ettt be et a et et e e tenbesbesbeeneas 14
1= INTRODUCCION........cooootmiimiiniis ittt 15
2- ANTECEDENTES ..ottt 16
2.1 Caracteristicas de la papa (Solanum tuberoSum) ..............cccecovevceeeceeeseeeceenieaeeenenn 16
2.2 Produccion mundial y nacional del cultivo de papa.........cccecvvevveviienieniieieeieee. 17
2.2.1 Produccioén de papa en el Estado de MEXICO .....ocvuveeiieriiieiieniieeiieiieeieeice e 18
2.3 Biologia de los nematodos fitOPAraSitos........ccueeevieruieeiierieeiieiie e 19
2.4 Ciclo de vida de los nematodos fitOPAraSitos ........cceeeeveerereeiiieriieniieniie e eiee e 22
2.5 Dafios y sintomas causados por nematodos fitopardsitos..........ceecueeveveecieerueeneeenen. 24
2.6 Nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de papa .........cceeeeeeienieecieeniienieenen. 25

2.7 Factores fisicos y quimicos del suelo esenciales para el desarrollo de los nematodos

.................................................................................................................................. 28

2T T PH ettt b e e 28

2.7.2 HUMEAAA ...ttt 28

2.7.3 MAteria OTZANICA ...cc.eeevieriieeiieniieeieeeiieeiteestteebeesateebeesseeenseenseesnseeseesnseenseennns 28

274 TOXEUTA .ottt ettt ettt e sb et e e sttt s et et e sateebeesaneenneenaee 29

3= JUSTIFICACION .....cciiiiimiimiiieiieeeies ettt 30
4= OBIETIVOS ...ttt sttt ae ettt e besbesaeenea 31
4.1 ODJEtIVO ZENETAL ....eiiiiieiiiiiieeieeeee ettt ettt ettt e et eeaeesabe e bt e saseeneeas 31
4.2 ODbJetiVOs PATtICUIATES .......eeviieiieiiieeiieiie ettt ettt ettt e e e et e ebeebeesaaeeneeas 31

S5e= HIPOTESIS ...ttt 32
6.- MATERIALES Y METODOS..........oouuiiiiiiiniieeiseeiseesssssesesss s 33
6.1 Ubicacion y descripcion del area de eStudio ........eeveeeeeeeiienieeniienieeiieeie e 33

6.2 Caracterizacion de las practicas agricolas en las parcelas de estudio....................... 37

6.3 TOMA A€ MUESIIAS ...c.veeuiiiieieiiieiiiete ettt ettt sttt et et st e b eaees 37

6.4 Extraccion nematodos juveniles J2 de SUClO .......cceevvieviiiiiieniieniicieeeeeeee e, 38

6.5 Fijacion aclarado y montaje de nematodos ........c.eeeveerieeiiienieeniienieeiee e 38



6.6 Extraccion y cuantificacion de quistes del nematodo dorado de la papa.................. 39

6.7 Densidad de 1a poblacion de J2 y qUISEES ....cc.eevveeiiieriieiiieieeieecie et 39
6.8 Anadlisis de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo ............cccceevieriienieniennen. 39
6.9 Andlisis estadistiCos de datOS ........ceoueeriieriieiiieiie et e 40
7= RESULTADOS ...ttt sttt et ettt et ense b b eae e 41

7.1 Identificacion morfoldgica de los nematodos fitoparésitos asociados a cultivos

semi-intensivos y tradicionales de Papa ........ccceeveerieeriienieeniieeie e 41
7.1.1 Globodera roStOCHIENSIS .............cceevueeiiriiiiisieeiteeeeesieee et 41
T 1.2 PFAEYICRCHUS SPP. .coevveeeeeiieeiieeiieeie ettt ettt te st e eve s e snseenseenens 44
7.1.3 HeliCOtYLENCRUS SPP. ..c.eeeeeeeeieeiieeieeiteeie ettt ettt ae s eee 46
T 1.4 CHICONCMIA SPP. c.eveeeeeieeeeee ettt ettt s e e st e st esateesateesabaeesaseees 49

7.2 Nematodos fitopatdgenos (J2) encontrados en cultivos semi-intensivos y
TEAAICIONALES ...ttt sttt sttt st 51

7.3 Densidad de nematodos fitopatdgenos J2 en dos tipos de cultivo (semi-intensivo

y tradicional) d PaAPA. .....c.eecvieeiiiiiieieeee bbb 52
7.4 Prevalencia y abundancia de nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de
PAP@ ettt eiiee ettt et e ettt et et e e bt e et e e e st e e ettt e e abee e atee e bbee e bbeeebteesbeeesabaeenaraeen 53
7.5 Anadlisis de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo ...........ccccceevverieenennne. 55

7.6 Correlacion entre los factores fisico-quimicos del suelo y la densidad de

NIEITIATOMOS ettt ettt ettt ettt eee e eeeeeeeseeeee s aeeseeeeeeeeeeeseeeseseeeeennneeenennnnnnnnnn 56
8= DISCUSION ...ttt ettt e ee e et eeeeeeeee s ae e et et e saeeseeeenaene 58
0= CON CLUSTONES ..ottt e e e e e e e e st e e e e e e e s e s reaaeaeeeas 63
10.- LITERATURA CITADA ..o e e e e e e e e e e e e e e e e e s 64

11 ANEXOS Lottt st 71



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Morfologia de Solanum tuberoSumi................ccccooeeveroeenenieniieneeninieneesesnens 16
Figura 2. Produccion de papa (toneladas) por entidad federativa .........ccccooceeeenieniencnnene 18
Figura 3. Produccion de papa (toneladas) por municipio en el Estado de México ............ 19
Figura 4. Morfologia general de un fitonematodo (macho y hembra) .........ccccoceniininnnin. 21
Figura 5. Ciclo bioldgico del fitonematodo Globodera rostochiensis .............c..ccouevueue. 23

Figura 6. Ubicacion del municipio de Zinacantepec dentro del ANP Nevado de Toluca,

EStAA0 A€ IMEXICO wevveeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeee e e eeeeeeeeneeeseneneaeseeesenesnennnnesennnnnns 34

Figura 7. Morfologia de G. 7OSIOCRIENSIS ..........ccceveereriiiriiiiiieiienieeeeeseee e 42

Figura 8. Quistes en forma esférico- globosa y tonalidad dorado-brillante de G.

FOSTOCHICISTS ...ttt ettt ettt ettt ettt s bt e bt et e saeenbeentesanens 43
Figura 9. Patron fenestral de G. rostochiensis con estrias SINUOSAS ........cceeevverienieenuennnene 43
Figura 10. Morfologia de una hembra y macho de Pratylenchus Sp..........cccccceeeevvenveennnnn. 39
Figura 11. Morfologia de una hembra y macho de Helicotylenchus sp. ..............cccccueuu.... 48
Figura 12. Morfologia general de CricOnema sp. ...........ccocoeeevevieneiieniieneeiinieneesesne 51

Figura 13. Analisis de prevalencia y abundancia de Olmstead-Tukey de nematodos
fitoparasitos en cultivos de papa en el ANP Nevado de Toluca, Estado de

México.......... 54



INDICE DE ILUSTRACIONES

Iustracion 1. Dafios causados por nematodos fitoparasitos ............c.cceereeeeieerienieeneenneans 24
Tlustracion 2. Areas de muestreo en la comunidad de RaiCES .......ovovvevvevereeeererereeeeererennn. 35
Tlustracion 3. Areas de muestreo en la comunidad de Loma Alta ...........cvovvveveveeererernnn. 36

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Principales nematodos fitoparasitos en cultivo de papa. ........cccceeeeeeeeienieeneennnnns 25

Tabla 2. Elementos clave para la caracterizacion de las practicas agricolas.............c......... 37

Tabla 3. M¢étodos de determinacion de caracteristicas fisico-quimicas del suelo (NOM-

021-RECNAT-2000) ...oooiiiiiiiiiiiiieieieeteetee ettt s s 40

Tabla 4. Caracteristicas geograficas y nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de papa

en el ANP Nevado de TolucCa, MEXICO ....ccciiiiiiiiuiiiiieeiieeeeeeeeteee ettt ee e e saarereee e 52

Tabla 5. Densidad de géneros de nematodos fitoparasitos en plantaciones de papa.......... 53

Tabla 6. Niveles de pH y % de materia organica (M.O.) de las muestras de suelo de

cultivos semi-intensivos ¥ tradiCionales ..........c.eecuierieeiiierieesiienie ettt ens 55

Tabla 7. Contenido de humedad y composicion mecanica de los suelos de cultivos semi-

1teNSIVOS Y tradiCIONALES. ..cc.eiruieiiriiiiiieieete ettt sttt 56

Tabla 8. Resultado de la correlacion entre los factores fisicos y quimicos del suelo y la

cantidad total de nematodos en las comunidades de estudio. ........cooevvvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiini. 56



Galvan, 2019

RESUMEN

El cultivo de papa (Solanum tuberosum) es el cuarto cultivo alimentario mas importante alrededor
del mundo. En México es cultivado en 25 estados de la reptblica siendo el Estado de México el
quinto productor con mas de 141, 418. 22 toneladas por hectarea de este tubérculo. Sin embargo, y
como sucede en distintas asociaciones biologicas, la produccion puede verse limitada por la
presencia de nematodos fitopardsitos que impiden alcanzar un maximo rendimiento de los cultivos.
Se estima que pueden causar pérdidas entre el 12% al 70% de la produccion, ocasionando grandes
pérdidas econdomicas. Con base en lo anterior, el objetivo principal de la presente investigacion fue
determinar la densidad de nematodos fitoparasitos de papa en dos tipos de cultivos (semi-intensivo
y tradicional) de papa en dos comunidades del municipio de Zinacantepec, que se ubican dentro del
Area Natural Protegida (ANP) Nevado de Toluca, Estado de México. Se recolectaron muestras de
suelo durante un ciclo de cultivo en la comunidad de Raices y Loma Alta, obteniendo un total de 75
muestras compuestas. En las muestras recolectadas se identifico una especie (Globodera
rostochiensis) y tres géneros de nematodos fitoparasitos (Pratylenchus spp, Helicotylenchus spp y
Criconema sp). Asi mismo, se realizaron analisis fisicos y quimicos del suelo de cada muestra para
relacionar estadisticamente la densidad de las poblaciones de nematodos con las variables del suelo:
pH, Materia organica (M.O.), textura y humedad. El nematodo con mayor densidad fue G.
rostochiensis, considerado como uno de los mayores limitantes en la produccion de papa en
Meéxico, siendo que la densidad de quistes supero el limite establecido por Spears (1968), mientras
que la densidad de juveniles (J2) se encontrd por debajo del umbral de dafo, por lo que se asume
que no se encuentran causando dafios importantes en el cultivo. Los suelos muestreados se
caracterizaron por presentar una textura Franco Arenosa, con un pH que oscil6 entre 4.89 y 5.07, los
valores de materia organica (MO) fueron de 7.7% a 9.9% y de humedad de 3.32% a 4.26%. Al
relacionar estadisticamente las variables del suelo con la densidad de nematodos, se encontrd que G.
rostochiensis 'y Pratylenchus prefieren ambientes que presentan altos contenidos altos de arena,
mientras que los nematodos del género Criconema se ven afectados por altos contenidos de
humedad y materia organica; finalmente las poblaciones del género Helicotylenchus se vieron
afectadas por la presencia de suelos muy acidos. Esta investigacion contribuye con el primer reporte
de densidad de fitonematodos asociados al cultivo de papa en la region del ANP Nevado de Toluca,
Estado de México (no se identificaron reportes previos en la revision de literatura), que servira de
base para investigaciones futuras respecto a alternativas de control, como el biologico, de dicho

nematodos.
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ABSTRACT
The potato crop (Solanum tuberosum) is the fourth most important food crop around the
world. In Mexico potatoes are cultivated in 25 states of the Republic, being the Estado de
México the fifth major producer, with more than 25.4 tonnes per hectare. However, and as
it happens to different biological associations, the production can be limited by the presence
of plant parasitic nematodes which prevents the peak performances of the crops. It can be
estimated that the plant parasitic nematodes cause estimated losses of 12% to 70% of the
whole production, resulting in majoreconomic losses. Hence, the main aim of study was to
determine the density of parasitic nematodes associated to two types of potato crops
(traditional and semi-intensive) in two communities within the PNA Nevado de Toluca,
Estado de México. Samples of soil were collected during a growing cycle in the
communities of Raices and Loma Alta, obtaining a total of 75 samples. One
species (Globodera rostochiensis) and three genders (Pratylenchus spp., Helicotylenchus
spp. and Criconema sp.) of plant parasitic nematodes were identified from the collected
samples. Further, a physical and chemical analysis of soil for each sample was performed
to statistically relate the population density in plant parasitic nematodes with soil
parameters; Ph, O.M, texture and moisture. G.rostochiensis was the higher density
nematode, considered as one of the major limiting in the potato production in México, since
the cysts density exceeded the limit established by Spears (1968), as long as the number
of juveniles (J2) was found underneath the damage threshold, thus no important damages
were found apparently in the crop. Sampled soils are characterized by a sandy loam texture,
with a pH that ranges from 4.89 to 5.07, the values of organic matter (O. M) ranges from
7.7% to 9.9 % and the humidity values ranges from 3.32 % to 4.26 %. Performing the
relationship of the soil parameters with nematodes density, it turned out that G.
rostochiensis and Pratylenchus were affected by high moisture content and organic matter;
finally, the Helocotylenchus populations were affected by highly acidic soils. This
research is the first report on density of plant parasitic nematodes associated with the potato
crop on the PNA Nevado de Toluca, Estado de Mexico (no previous reports on the revisited
literature were found) and will set a precedent to future researches associated to control

alternatives of the mentioned plant parasitic nematode.

-14 -
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1. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum) es el cuarto cultivo més importante alrededor del mundo,
después del trigo, el arroz y el maiz (Rueda et al., 2006; Flores et al., 2017). En México, es
cultivado en 25 estados de la republica siendo Sonora, Sinaloa, Puebla, Veracruz y el
Estado de México los principales productores de este tuberculo (Nufiez et al., 2003; SIAP
2013; SENASICA, 2013).

En el Estado de México, la produccion de papa es de 141, 418.22 toneladas/ha (SIAP,
2017). Sin embargo, la produccion puede verse limitada por la presencia de nematodos
fitoparasitos. Hasta ahora, se han registrado alrededor de 45 géneros asociados al cultivo
de papa alrededor del mundo, que pueden causar pérdidas entre el 12% al 70% en la
produccion (Lopez, et al., 2013; Flores et al., 2017). En México, las enfermedades causadas
por Globodera rostochiensis y Meloidogyne chitwoodi, se encuentran entre las dos mas
importantes que afectan este cultivo (Nufiez et al., 2003; Ramirez, 2014; SENASICA,
2016).

El conocimiento sobre los problemas nematoldgicos en el Estado de México son limitados,
solo se tiene registro del nematodo dorado de la papa (G. rostochiensis), por lo que, el
estado actual de los suelos cultivados en este sentido es basicamente desconocido (DOF,
2000; Nufiez et al.,2003; SENASICA, 2013). Por lo anterior, el objetivo principal de este
estudio fue determinar cuéles géneros de nematodos fitoparasitos se encuentran asociados a
cultivos de papa y estimar su densidad en dos comunidades del municipio de Zinacantepec,
Estado de México, dentro del Area Natural Protegida (ANP) Nevado de Toluca, dada su
importancia para contribuir al mejor manejo y la conservacion del recurso suelo para no

limitar los diferentes beneficios que proporciona.

-15-
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2. ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas de la papa (Solanum tuberosum)

La papa (Solanum tuberosum) es una planta herbacea anual que alcanza una altura
aproximada de un metro y produce tubérculos. Pertenece a la familia de las solandceas y es
originaria de la cordillera de los Andes en el altiplano Andino y puede ser encontrada hasta
los 4,300 msnm (Spooner et al., 2005; Roman y Hurtado, 2002; SIPSA, 2013). Se ubicada
entre los primeros cuatro cultivos de mayor importancia en el mundo por sus propiedades
alimentarias ya que es relativamente baja en grasas y colesterol, alta en potasio y vitamina
C, ademas es una fuente rica de almidén y posee una buena cantidad de metabolitos
benéficos para la salud (Mufioz, 2014; Onamu, 2015; Flores et al, 2017). Asi mismo, el
almidon de la papa es ampliamente utilizado por la industria farmacéutica, textil, de la

madera y del papel, como adhesivo, aglutinante, texturizador y relleno (FAO, 2008).

Taberculo

Figura 1. Solanum tuberosum. Atlas des plantes de France, 1891. The Plant List (Google). Dominio
publico.

- 16 -
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2.2 Produccion mundial y nacional del cultivo de papa

La produccion mundial de papa fresca se ubica en 2.400.000 millones de toneladas (MA,
2014). En el periodo del ano 2005 al afio 2014 se registro un crecimiento de la produccion
global del 17.8%, el cual fue impulsado por los mayores productores: India con 61% y
China con 18%. La superficie total destinada a este cultivo fue de 19.2 millones de
hectareas lo cual arroja un rendimiento promedio mundial de 20 toneladas por hectarea
(FAO, 2014). Siendo los principales paises productores de papa China, India, Rusia,
Ucrania, Estados Unidos, Alemania, Polonia, Bangladesh, Bielorrusia y Paises Bajos

(FAO, 2008).

Actualmente México ocupa el séptimo lugar en produccion de papa en América (FAO,
2012, Vazquez et al., 2012). Se siembran aproximadamente 4,764.47 ha, cuyos
rendimientos promedio son de 29.74 t/ha. Se cultiva en 22 estados de la Republica. Siendo
en cinco de las entidades donde se concentra el 73.5% de la produccion: Sonora, Sinaloa,
Puebla, Veracruz y el Estado de México (CONPAPA, 2010; Roman y Hurtado, 2002; FND,
2014; SIAP;2019) (Figura 1).

-17 -
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Produccion de papa en México
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Figura 2. Produccion de papa (toneladas) por entidad federativa. Tomado de
SAGARPA (2018).

2.2.1 Produccion de papa en el Estado de México

El Estado de México ocupa el quinto lugar a nivel nacional con una producciéon de
141,418.22 toneladas de papa, una superficie sembrada de 4, 764 hectdreas y una
produccion de 141, 418 ton. Se produce en 27 de los 125 municipios del estado (Vazquez et
al, 2012) (Figura 2). Los principales municipios productores son Juchitepec, Tenango del
Valle, Zinacantepec, Villa de Allende y San José del Rincon (SAGARPA, 2009; Vazquez
etal.,2012; SEDRAGO, 2014).

- 18 -
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Produccion (Toneladas) de papa en el Estado de México
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Figura 3. Produccion de papa (toneladas) de papa por municipio en el Estado de
Meéxico. Tomado de SAGARPA (2018).

2.3 Biologia de los nematodos fitoparasitos

El término nematodo proviene de los vocablos griegos (Nema = hilo y Oidos = con aspecto
de) (Guzman et al., 2012). Son animales invertebrados, con simetria bilateral,
pseudocelomados, con una longitud variante de 0.2 a 10.00 mm y ancho de 0.01 a 0.5 mm

(Christie, 1986; Armendariz et al., 2015; Coyne et al., 2007).

El cuerpo de los nematodos estd cubierto por una cuticula hialina la cual estd marcada por
estrias u otras marcas que recorren el cuerpo extendiéndose desde la boca hasta la vulva

(Castaio et al., 2011; Gonzalez 2013).

Su sistema digestivo estd dividido en tres regiones: estomodeo, mesenterén y proctodeo
(IFNS, 2018). El estomodeo es la parte anterior del nematodo, comprende la boca, el
estilete, cavidad bucal hasta el bulbo basal, siendo su principal caracteristica la localizacion
de los musculos para sostener y permitir el movimiento del estilete (Chen, 2004).

Dependiendo del género pueden poseer un estilete hueco (estomatoestilete u odontoestilete)

-19-
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o un estilete s6lido modificado (onquioestilete) (Castafio et al., 2011). Esta estructura
protractil le permite al nematodo perforar las células vegetales, extraer alimentos y también

secretar proteinas y metabolitos que ayudan a parasitar a la planta huésped (Lambert y

Bekal, 2002; Guzman et al., 2012; Lezaun, 2016).

El intestino o mesenterdn es la parte media del sistema digestivo y comprende desde el
bulbo basal hasta el pre-recto; su principal funcion es la absorciéon de alimento como
glucogeno, proteinas y grasas. Finalmente, el proctodeo estd constituido por la valvula
recto-intestinal que une la terminacion del intestino con el recto (Cepeda, 1996;Lambert y

Bekal, 2002).

El sistema nervioso est4 constituido por tres partes: (1) sistema nervioso central, organizado
principalmente con un anillo nervioso localizado en la region del es6fago y conectado a
ganglios y nervios; (2) sistema nervioso simpatico, compuesto por una serie de ganglios y
nervios que abastecen las glandulas del nematodo; y (3) sistema nervioso periférico, que

coordina los impulsos de los 6rganos sensoriales y el SNC (Cepeda, 1996).

Los sexos generalmente estan separados, pero algunos nematodos pueden reproducirse de
manera asexual por partenogénesis. El aparato reproductor femenino consiste en uno o dos
ovarios, receptaculos seminales, una espermateca en la cual almacenan los espermatozoides
hasta que son empleados para fertilizar los ovocitos y un tutero (Gonzales, 2013; IFNS,

2018).

Por su parte el aparato reproductor masculino consta de un testiculo, vesicula seminal, vaso
deferente y espiculas copulatorias y desemboca en una abertura comun con el canal
alimentario llamado cloaca (Agrios, 2005;Gonzales, 2013) (Figura 3). Las espiculas son
estructuras copulatorias que se usan durante el apareamiento para guiar a los
espermatozoides hacia la vagina de la hembra (Lambert y Bekal, 2002). A menudo la pared
del cuerpo alrededor de la cloaca se modifica en una bursa o ala caudal, lo que ayuda a

orientar al nematodo macho y mantener unida a la hembra durante la copula (IFNS, 2018).

-20 -
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anel nervoso
poro excretor
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Figura 4. Morfologia general del macho y hembra (A,B) con detalles de la parte
anterior (C,D) caudal (E) cefalica (Tomado de H.R. Wallace, 1973).
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2.4 Ciclo de vida de los nematodos fitoparasitos

El ciclo de vida de los nematodos consta de seis etapas: el huevo, cuatro estadios juveniles
y el adulto. La duracion de cada estadio es diferente para cada especie y también depende

de factores abidticos como la temperatura y la humedad.

Estas etapas inician dentro del huevo donde el embrion en desarrollo crece y se diferencia,
para llegar a su primer estadio larvario (Gonzales, 2013; Coyne, et al, 2007). En la mayoria
de las especies se produce la primera muda dentro del huevo (J1), por lo que la larva
emerge mediante el empleo del estilete en el segundo estadio (J2). El segundo estadio
juvenil es la etapa infectiva, se mueve a través de las particulas del suelo y va a las raices de
la planta huésped (Gonzales, 2013). El nematodo migra entre las células, hasta establecer
un sitio de alimentacion. En este momento se convierte en un endopardsito sedentario,

donde sufre tres mudas mas hasta convertirse en un adulto.

Los machos adultos generalmente son delgados y vermiformes, mientras que las hembras
de algunos géneros como Globodera y Meloidogyne, tienen el cuerpo hinchado debido al
crecimiento de las gonadas y habitualmente se les puede encontrar adheridas en las raices
de la planta huésped (Ebrahimi et al., 2015; Tirchi et al., 2016). La hembra al morir forma
una estructura protectora denominada ‘“quiste” en la cual permanecen viables los
huevecillos hasta que se presentan las condiciones adecuadas para su eclosion (Figura 4).
(SENASICA, 2013). Una hembra en un ciclo de vida puede llegar a producir méas de 2000
huevos. Estos son depositados fuera de la raiz, protegidos por un mucilago contra la

desecacion y otras condiciones adversas (Coyne, et al., 2007;Lezaun, 2016).
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2.5 Daiios y sintomas causados por nematodos fitoparasitos

El dafio mecéanico directo causado por los nematodos mientras se alimentan es
relativamente leve. La mayor parte de los dafios son causados por la secrecion de saliva
(enzimas) introducida en los tejidos de las plantas para romper las paredes celulares y
extraer con mayor facilidad y asimilacion los componentes celulares (agua, minerales,
azlcares, etc.) (Agrios, 2005;Guzman et al., 2012). Estas afecciones predisponen a la
planta huésped a ser atacada por virus, bacterias y hongos, que penetran a través de las
heridas causadas por el estilete de los nematodos.

Fisicamente estas afecciones se manifiestan con la aparicion de sintomas como: muerte o
debilitamiento de los extremos de las raices y yemas, formacion de lesiones y rompimiento
de tejidos, agallas, lesiones necroticas, proliferacion excesiva de raices secundarias, lo que
generalmente se traduce en plantas débiles y de pobre crecimiento (Agrios, 2005; Talavera,
2003; Guzman et al., 2012; Gonzales, 2013; Armendariz, 2015). La severidad de los dafios
depende de diversos factores como la especie de nematodo, la susceptibilidad de la planta

hospedante y las caracteristicas edaficas de los suelos cultivados (Sorribas y Verdejo,

& -

Iustracion 1. a) Retraso en la floracion y maduracion en papas (IAFR), b) Quistes de

-

G. rostochiensis en raiz de papa ( Central Science Laboratory), ¢) Quistes en raices de

lechuga, d) Agallas por el nematodo Meloidogyne (Dominio publico).
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2.6 Nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de papa

Hasta el momento se han registrado mas de 140 especies de nematodos fitoparasitos a nivel
mundial que infectan los cultivos de papa (Flores et al., 2017). Entre los principales se
encuentran Globodera pallida, Globodera rostochiensis, Meloidogyne spp., Nacobbus
aberrans, Pratylenchus spp, Ditylenchus destructor, Ditylenchus dispasci, Heterodera
spp., Longidorus spp., Paratrichodorus spp., Trichodorus spp. y Xiphimena (Talavera,
2003; Garcia, et al., 2009; Ortuiio, et al., 2013; Choque et al, 2017). (Tabla 1).

Tabla 1. Principales nematodos fitoparasitos en cultivo de papa.

Globodera pallida
Fuente: SENASICA

Region cefalica

Globodera rostochiensis f
Cono vulval ausente

Fuente: Propia ‘

25



Galvan, 2019

Nacobbus aberrans

Fuente: UNL Nematology

Nacobbus abcrrans 2 ‘\

juvenile  400;

Lab Seottabluff, NE.
Sugar beet
© Peter Mullin 2002
10 um
© Peter Mullin/2000
Pratylenchus spp.

Fuente: UNL Nematology
Lab

Frat5|c nchus penetrans
female head IOOOX

Washingfon state
Fotato

Ditylenchus destructor
Fuente: UNL Nematology
Lab

Dit3|cncl*1us destructor
female head 1000X

Wisconsin

Fotato
in culture

© Peter Mullin/2001
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Heterodera spp.
Fuente: UNL Nematology
Lab

Xiphimena spp.
Fuente: UNL Nematology
Lab

Poieabine
>\KPI’11?\CIHO americanum
juvenile head 400X

Peter Mullin/2000
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En particular los nematodos del quiste Heterodera spp., Globodera spp. y Meloidogyne

spp. son considerados como uno de los mayores limitantes de la industria de la papa en

todo el mundo. Su importancia radica en el alto indice de reproduccion, la capacidad de

permanecer viable en el suelo hasta por 30 afios y a la facilidad con la que puede ser

dispersado en el suelo, mediante maquinaria agricola y restos vegetales (SENASICA, 2013;

Ebrahimi et al., 2015; Tirchi et al., 2016; Flores et al., 2017).

En México, se han registrado géneros de importancia econémica en el cultivo de papa

como Globodera rostochiensis, Pratylenchus, Paratylenchus, Meloidogyne chitwoodi,

Nacobbus aberrans y Ditylenchus dipsaci (Manzanilla et al, 2002; Desganneres et al.,

2009; Ramirez, 2014; SAGARPA, 2016).
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2.7 Factores fisicos y quimicos del suelo esenciales para el desarrollo de los nematodos

Algunos de los factores fisicoquimicos del suelo mas importantes para el desarrollo de los

nematodos son: pH, humedad, Materia organica (M.O.) y textura.

271 pH

La acides o basicidad del suelo esta relacionada con la disponibilidad de nutrientes para el
crecimiento de plantas y microorganismos. Los suelos tienden a tener una gran variacion en
su pH y diversos microorganismos suelen tener un estrecho margen de tolerancia (Arevalo
et al, 2016). Se ha reportado que un pH entre 5 y hasta 7.6 del suelo no tiene una relacién
importante sobre las poblaciones de fitonematodos (Gonzalez, 2013; Martinez et al.,

2015).

2.7.2 Humedad

Las condiciones Optimas de humedad para el desarrollo y sobrevivencia de los nematodos
se encuentra entre el 40% al 60% de la capacidad de campo en los suelos. Una disminucion
o aumento considerable en estas condiciones puede provocar una reduccion en el nimero
de nematodos. Solo los huevos de algunos géneros como Globodera y Meloidogyne pueden

mantenerse viables en condiciones totalmente adversas (Gonzalez, 2013; Diaz, 2016).

2.7.3 Materia Organica (M.O.)

La materia organica tiene efecto sobre las propiedades fisicas del suelo, formando
agregados y dando estabilidad estructural, permitiendo asi la penetracion del agua y su
retencidn, previniendo la erosion y favoreciendo el intercambio gaseoso (Julca et al., 2006).
En suelos con buen contenido de materia orgénica, el ciclo de vida de los nematodos
fitoparasitos es afectado debido al desarrollo de organismos antagénicos como virus,
bacterias y hongos nematofagos; asi mismo, aumenta la competencia por espacio y

alimento con los nematodos de vida libre (Guzmén y Castafio, 2010; Martinez et al., 2015)
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2.7.4 Textura

La actividad, los movimientos, reproduccion e infectividad de los nematodos va a
depender del tamafio de los poros. Poros pequefios restringen el movimiento del aire y del
agua, provocando que los niveles de oxigeno sean bajos (Jalata, 1986). Las texturas a las
que mejor estan adaptados son aquellas porosas como las texturas arenosas, arenoso franca
y franco arenosas. Lo contrario son las arcillosas o muy gruesas ya que inhiben su
movimiento y su ciclo de vida se ve limitado (Mufoz, 2011; Gonzélez, 2013; Martinez et

al., 2015).
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de papa (Solanum tuberosum) tiene un rol fundamental en las comunidades del
ANP Nevado de Toluca, Estado de México, ya que brinda empleos, recursos econémicos y
alimento a los pobladores de la regién. No obstante, el conocimiento sobre los problemas
nematologicos es escaso; soOlo se tiene registro de la presencia del nematodo dorado
(Globodera rostochiensis), pero se desconoce su densidad y los posibles géneros y/o
especies de nematodos fitoparasitos que pueden estar asociados al cultivo de papa en esta
region, limitando las acciones orientadas hacia un mejor manejo y control de dicho
nematodo con la finalidad de contribuir a conservar el recurso suelo para garantizar la

generacion y provision de diversos beneficios.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Determinar la densidad de fitonematodos asociados a dos tipos de cultivo (semi-intensivo y
tradicional) de papa, en las comunidades de Raices y Loma Alta del ANP Nevado de

Toluca, Estado de México.

4.1.1 Objetivos particulares

e Identificar morfoloégicamente los nematodos fitoparasitos asociados a dos tipos de
cultivo (semi-intensivo y tradicional) de papa.

e Estimar y comparar la densidad poblacional de los fitonematodos en cultivos semi-
intensivos y tradicionales de papa.

e Evaluar los parametros fisico-quimicos de suelo (pH, textura, humedad y materia
organica) en cultivos semi-intensivos y tradicionales de papa.

e Asociar los pardmetros fisico-quimicos del suelo con la densidad de los nematodos

fitoparasitos.

31



Galvan, 2019

5. HIPOTESIS

Existen nematodos fitopatdgenos asociados al cultivo de papa en las comunidades de
Raices y Loma Alta del ANP Nevado de Toluca, Estado de México, por lo que se espera
que en cultivos tradicionales de papa la densidad poblacional de los nematodos sea mayor

en comparacion con los cultivos semi-intensivos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ubicacion y descripcion del area de estudio

Se consideraron dos comunidades: Raices y Loma Alta, del municipio de Zinacantepec en
el Area Natural Protegida Nevado de Toluca, Estado de México (Figura 5). La region se
localiza entre los 19° 04’ y 19°20° N, 99° 42’ y 99° 55° O, a una altitud de 4,680 msnm.

El clima predominante es templado subhumedo a semifrio, con una temperatura de 28°C
en verano y de -5°C en invierno. La temperatura media anual oscila entre los 12°C y posee

una precipitacion de 1,225.6 mm (INEGI, 2009; CEPANAF, 2019).

La vegetacion esta conformada principalmente por bosques de pino (Pinus pseudostrobus,
Pinus hartwegii y P. Montezumae), oyamel (Abies religiosa), encino (Quercus sp.), Alie
(Alnus sp.), zacatonales alpinos y paramos de altura (Franco y Regil, 2006). La riqueza
faunistica estd representada aproximadamente por 235 especies, entre las que destacan el
Teporingo (Romero lagus diazi), Venado cola blanca mexicano (Odocoileus virginianus
mexicanus), Ajolote (Ambystoma mexicanum), Salamandra de pie plano comun
(Chiropteroriton chiropterus), Rana de arbol plegada (Hyla eximia, Hyla plicata), Colibri
magnifico (Eugenes fulgens), Culebra ( Thamnophis cyrtopsis, T. Eques), Vibora de
cascabel (Crotalus triseriatus) y Ocelote (Leopardus pardalis) (CEPANAF, 2019).

Las principales actividades econémicas de la region se basan en la agricultura con cultivos
de maiz, avena forrajera y papa, asi como actividades ganaderas, piscicolas, forestal,

recreativas, turisticas y de aprovechamiento de recursos naturales (CEPANAF, s.f.)
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Figura 6. Ubicacion del municipio de Zinacantepec dentro del ANP Nevado de Toluca, Estado de México. Tomado de

Martinez et al., (2015).
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Las muestras de suelo fueron recolectadas en los cultivos de papa de dichas comunidades
del Nevado de Toluca: Raices y Loma Alta. Los andlisis de suelo se realizaron en los
laboratorios de la Facultad de Ciencias, del Instituto de Ciencias Agropecuarias y Rurales
(ICAR) y del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Fitomejoramiento
(laboratorio de Mejoramiento Genético y Sanidad Vegetal) de la Universidad Auténoma
del Estado de México, asi como en el laboratorio de Agentes de Control Biologico del

Instituto de Ecologia (INECOL) en Xalapa, Veracruz.

Raices

Se situa a 3,498 msnm; sus coordenadas geograficas son 09° 94’ 81°° longitud y 19° 09’
39>’ latitud. Esta localidad es considerada como la mas alta del pais y comparte las
caracteristicas biofisicas del Nevado de Toluca (Rodriguez, 2015). La principal actividad
econdmica es el cultivo de papa que se rota con avena forrajera. La enfermedad de la papa
mas importante es el tizon tardio causado por el hongo Phytophtora infestans (Abasolo,

2006). El consumo de plaguicidas es considerado como casi nulo.

Tlustracion 2. Areas de muestreo en la comunidad de Raices.
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Loma Alta

Se ubica al sur poniente del municipio de Zinacantepec, Estado de México, en la ladera
norte, con las coordenadas 99° 48° 23’0 y 19° 10’ 17°’N, a una altitud de 3,431msnm
(Sotero et al., 2016). El principal cultivo es la papa y se rota con avena forrajera. Esta es la

actividad econémica mds importante. El consumo de plaguicidas es considerado como

moderado.

Ilustracion 3. Areas de muestreo en la comunidad de Loma Alta.
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6.2 Caracterizacion de las practicas agricolas en las parcelas de estudio

Se realizaron entrevistas (Anexo 2) a los productores de papa con la finalidad de conocer
las practicas agricolas y poder caracterizar las parcelas de estudio, tomando como base seis
elementos propuestos por Martinez ef al., (2015) (Tabla 1). Siendo que en la comunidad de

raices los cultivos son de tipo tradicional, mientras que los de Loma Alta semi-intensivos

Tabla 2. Elementos clave para la caracterizacion de las practicas agricolas

Caracteristica Semi-intensivo Tradicional
1. Tipo de laboreo Mecanizado y manual Traccion animal y/o
manual
2. Rendimiento agricola 1.8 ton/ha >

Hernandez et al.,

(2011)
3. Riego o temporal Temporal Temporal
4. Incorporacion de MO Ocasionalmente Siempre
5. Uso de agroquimicos Se respeta la dosis establecida  Nula o casi nula
incorporacion
6. Rotacion de cultivo Ocasionalmente Siempre

6.3 Toma de muestras

Para el estudio se seleccionaron tres plantaciones de cultivo de papa en Raices y dos en
Loma Alta. En cada plantacion se tomaron 25 sub-muestras durante un ciclo de cultivo,
siguiendo un patrén zigzag (Haydock y Perry, 1998). Las sub-muestras se tomaron de los
primeros 20 cm de profundidad, con pala recta, eliminando la materia organica superficial.
Cada muestra se etiquetd con los datos de la localidad, municipio, predio, nombre del
productor, variedad de papa y fecha de colecta. En el laboratorio, las muestras se
homogeneizaron y se obtuvieron cinco muestras compuestas. Una parte del suelo se utilizo

para la extraccion de J2 y quistes; la otra parte se utilizd para la evaluacion del pH,
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humedad, materia organica y textura. El suelo empleado para los analisis fisico-quimicos se

colocd en charolas de poliuretano para su secado a la sombra.
6.4 Extraccion de nematodos juveniles J2 de suelo

Para la extraccion de los J2 se empleo la técnica de tamizado-centrifugado (s’Jacob y van
Bezooijen, 1984). Se tomaron 100cc de suelo homogenizado; se eliminaron las raices,
piedras y otros desechos. La muestra de suelo se colocé en una cubeta y se lavod
directamente bajo un chorro de agua a presion. La suspension resultante se agito
perfectamente y se dejo reposar alrededor de 30 segundos. Posteriormente, se decant6 la
solucion sobre un juego de tamices de 100 y 400 mallas. Con la ayuda de una pizeta los
residuos retenidos en el tamiz de 400 mallas se transfirieron a tubos de centrifuga de 50 ml.
Se procedid a centrifugar 5 minutos a 3000 r.p.m. Se decant6 el sobrenadante y se agreg6
solucion azucarada (484 g de azicar aforada en un litro de agua destilada). Se re-suspendié
nuevamente el suelo y se centrifugd a la misma velocidad durante 3 minutos. El
sobrenadante que contenia a los nematodos fue vertido sobre un tamiz de 400 mallas, y el

exceso de azlicar fue lavado con suficiente agua.

6.5 Fijacion, aclarado y montaje de nematodos

Para la conservacion y observacion de las estructuras de los nematodos obtenidos de las
muestras de suelo, se fijaron utilizando el método de Seinhorst (1962), que consiste en
colocar a los nematodos en cajas Petri con 10 ml de agua; después se le agrego el doble del
volumen de formol al 4% en ebullicién. Los nematodos se mantuvieron en esta solucion de
8 a 10 dias. Posteriormente, se retird una tercera parte del liquido que contenia la caja Petri
y se agregd una solucion llamada Seinhorst 1(S1), elaborada con etanol al 96% (20 mL),
glicerina anhidra (1 mL) y agua destilada (79 mL). Se dejaron en esta solucién durante dos
horas a temperatura ambiente para deshidratar los nematodos. Posteriormente se colocaron
en un recipiente hermético con alcohol al 96% a un tercio de su capacidad y se mantuvieron
a 40°C durante 16 horas en una incubadora. Transcurrido el tiempo se le adicion6 la
solucion Seinhhorst 2 (S2), elaborada con alcohol al 96% (93 mL) y glicerina anhidra (7

mL) y se mantuvieron nuevamente a 40°C durante 72-120 horas afiadiendo la solucion S2
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cada 24 horas, hasta que el alcohol se evaporara completamente y los nematodos estuvieran

en glicerina pura para posteriormente ser montados.

Una vez fijados y aclarados los nematodos se montaron en portaobjetos con una gota de

glicerina anhidra y se sellaron con anillos de parafina (s’Jacob y van Bezooijen, 1984).

6.6 Extraccion y cuantificacion de quistes del nematodo dorado de la papa

La extraccion de quistes se realizd mediante el método del embudo de Fenwick (1940). Se
coloco un tamiz de 850 um en la parte superior del embudo y un tamiz de 150 pm bajo la
salida del rebosadero. Posteriormente se colocaron 100 cc de suelo en el tamiz de 850 um 'y
se lavo la muestra con agua corriente hasta que la totalidad del suelo pasé por el tamiz. El
material obtenido en el tamiz de 150 um fue vertido en un vaso de precipitado, el cual en su
interior contenia una tira de papel filtro himedo. Posteriormente, se agregd un poco de
detergente en polvo para romper la tension superficial y favorecer la adhesion de los quistes

al papel filtro.

6.7 Densidad de la poblacion de J2 y quistes

Las soluciones que contenian a los J2 se colocaron en cajas Petri y se observaron en un
microscopio invertido (Zeiss ®) a 40x para su conteo. De igual forma, los quistes obtenidos
se cuantificaron con ayuda de microscopio estereoscopico ( ZE-2040 Milenium) a 10x y se
expresaron como numero de quistes’kg de suelo; para cada localidad de estudio. Asi
mismo, se determiné la viabilidad de los quistes mediante el conteo de huevos y larvas por
quiste/100 ml de agua en un microscopio optico (Velab VE-B2).

Las fotografias y medidas de los ejemplares se tomaron con un microscopio optico (Motic

BA210LED), camara digital (5.0mpx Motic) y el software Motic ImagesPlus 2.0.

6.8 Analisis de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo

Los andlisis fisico-quimicos del suelo se realizaron siguiendo la Norma Oficial Mexicana
NOM-021-RECNAT-2000, que establece las especificaciones de fertilidad y clasificacion

de suelos. Estudios, Muestreo y andlisis (Tabla 2).
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Tabla 3.0 Métodos de determinacion de caracteristicas fisico-quimicas del suelo

(NOM-021-RECNAT-2000)

DETERMINACION METODO Y/O FORMULA
Textura Bouyocus
pH Potenciometro 1:2

Contenido de materia organica Carbon orgéanico (Walkley y Black, 1934).

Contenido de humedad Gravimetria
0 g = % de humedad
Pb = peso del bote con tapa (g)
Psh = peso de suelo himedo (g)
PB+Psh = peso del bote + peso del suelo humedo (g)

PB-+Pss = peso del bote mas peso del suelo seco (g)

_ (PB + Psh) — (PB + Pss)

0gr = 100
& (PB + Pss) — PB

6.9 Analisis estadistico de datos

La densidad de nematodos se calculé mediante la siguiente formula; Densidad poblacional=
nimero de organismos/ m? y las posibles diferencias de densidad entre las comunidades se
analiz6 mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (P < 0.05) mediante el

programa SPSStatistics.

La prevalencia se calculo en el programa PAST mediante la siguiente formula; nimero de
organismos de un género/ total de organismos x100. Finalmente se correlaciono la densidad
de nematodos fitoparasitos con las variables fisicoquimicas del suelo mediante una

correlacion de SPEARMAN en el programa SPSStatistics.
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7 . RESULTADOS

7.1 Identificacion morfologica de los nematodos fitoparasitos asociados a cultivos

semi-intensivos y tradicionales de papa

Los nematodos fitoparasitos recuperados del presente estudio fueron identificados
morfolégicamente con ayuda de las claves taxondmicas especializadas para el orden

Tylenchida y se ubicaron en niveles jerarquicos (Siddiqi, 2000).

7.1.1 Globodera rostochiensis

Clasificacion Taxonomica (Siddiqui, 2000)
Phyllum: Nemata
Clase: Secernentea
Subclase: Diplogasteria
Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchida
Superfamilia: Tylenchoidea
Familia: Heteroderidae
Género: Globodera

Especie: G. rostochiensis

Descripcion morfologica del nematodo

Los juveniles de G. rostochiensis presentaron cuerpo vermiforme con anillos definidos, con
un promedio del largo del cuerpo de 468 + 660 um. Cabeza con 4 a 6 anillos y estilete bien
desarrollado (estomatoestilete) con una longitud de 26 £ 8 pum, con nddulos basales
redondeados de 3.5 + 1.5 um de largo y una longitud de la cola de 44 + 12 um. Los
machos, al igual que los juveniles, presentaron cuerpo vermiforme con estilete bien
desarrollado de 26 ym + 19 pum de longitud; nédulos basales 5.8 = 4.2 um de largo;
longitud de la cola 5.6 um = 1.6 um y longitud de las espiculas de 35+ 2.5 um (Figura 6).
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Figura 7.0 Morfologia de G. rostochiensis a) Estilete de un adulto con nédulos basales

pequeiios en forma de bulbo y region cefalica b) Vulva de una hembra.
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Quistes

Los quistes presentaron una tonalidad dorado-brillante con forma esférico-globosa (Figura
7) con un didmetro entre 18.8 £ 2.2 um y ancho de 382 £ 60 um con un alargamiento que
corresponde al cuello de 104 £ 19 um, diametro de la fenestra: 19 + 2 pum; distancia entre el

ano y fenestra: 66.5 £ 10.3 pm y un patron de estrias sinuosas casi rectas. (Figura 8).

Regién cefélica
Pl

Figura 8.0 Quistes en forma esférico-globosa y tonalidad dorado-brillante de G.

rostochiensis.

Figura 9. Patron fenestral de G. rostochiensis con estrias sinuosas.
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7.1.2  Pratylenchus spp.

Clasificacion taxonomica (Meza, 2017)
Phyllum: Nemata
Clase: Secernentea
Subclase: Diplogasteria
Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchida
Familia: Pratylenchidae

Subfamilia: Pratylenchinae
Género: Pratylenchus

Especie: Pratylenchus spp.

Descripcion morfologica del nematodo

Galvan, 2019

Los organismos presentaron cuerpo vermiforme con una longitud aproximada de 345 + 680

um y anulacién cuticular fina. La region cefalica casi plana en el frente con estilete de 13 +

18 um y con nddulos basales redondeados y grandes. Las hembras presentaron un so6lo

ovario dirigido hacia la parte anterior y la region caudal de machos y hembras generalmente

redondeada (Figura 9).
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Figura 10. a) Region cefalica y caudal de una hembra de Pratylenchus; se observa la
vulva. b) Region cefilica de un adulto con estilete y l6bulos ¢) Vista caudal de un

macho; se observa espicula y bursa.
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7.1.3  Helicoylenchus spp.

Clasificacion taxonomica (Siddiqui, 2000)
Phyllum: Nemata
Clase: Secernentea
Subclase: Diplogasteria
Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchida
Familia: Hoplolaimidae

Subfamilia: Hoplolaiminae
Género: Helicotylenchus

Especie: Helicotylenchus spp.

Descripcion morfologica del nematodo

Los organismos pertenecientes al género Helicotylenchus presentaron una forma enrollada
o arqueada después de la fijacion con formol caliente al 4%. La region cefilica conica y
redondeada con 3 a 4 anulaciones. Estilete robusto de 18 + 24 um, bulbos basales
redondeados y prominentes. La longitud promedio del cuerpo fue de 540 = 740 pm. Bulbo
medio del esdfago ovalado con aparato vulvar en el centro. Las hembras presentaron una
vulva bien desarrollada con forma de T invertida. Cola corta y semiesférica curvada

dosalmente con una proyeccion en el extremo (mucroén) (Figura 10).
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Figura 11. a) Region cefilica de Helicotylenchus. Se aprecia el estilete y los nodulos
basales. b) Vulva de una hembra. ¢) Region caudal curvada con una proyeccion en el
extremo (mucron). d) Cuerpo completo de un macho, con forma enrollada y espicula

en la region caudal .
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7.1.4 Criconema sp.
Clasificacion taxonomica (Siddiqui, 2000)
Phyllum: Nemata
Clase: Secernentea
Subclase: Diplogasteria
Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchida
Familia: Criconematidae
Género: Criconema

Especie: Criconema spp.

Descripcion morfologica del nematodo

Los organismos presentaron una cuticula ornamentada con 39 a 44 anulaciones de 2 + 3.6
um de largo desde la base, redondeadas dirigidas hacia atrds. Una longitud total de 410 +
600 um. La region cefélica con dos anulaciones de igual tamafio, pero mas pequefios que el
resto de los anillos del cuerpo. Estilete robusto de 39 + 76 pum de largo y nddulos
incurvados hacia adelante con un promedio de 7.3 um de largo. Las hembras con vulva
situada aproximadamente a 88% de distancia de la cabeza a un promedio de 7 anillos de la
punta de la cola. La region caudal conoide a redondeada, con anillos que van disminuyendo
progresivamente el diametro hasta la punta de la cola. No se observaron machos (figura

11).
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Figura 12. Morfologia general de Criconema a) Region cefalica con los dos primeros
anillos diferenciados del resto del cuerpo y estilete con los nodulos basales incurvados

hacia enfrente b) Region caudal redondeada a conica c¢) Cuerpo completo.

7.2 Nematodos fitopatogenos (J2) encontrados en cultivos semi-intensivos y

tradicionales

Se identifico 1 especie y 3 géneros de nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de papa
extraidos de muestras de suelo en dos tipos de cultivo de dos comunidades del municipio de
Zinacantepec del ANP Nevado de Toluca, Estado de México. Todos los géneros de
nematodos estuvieron presentes en las dos zonas de estudio a excepcion de Criconema spp.

que solo se encontrd en cultivos semi-intensivos (Tabla 3).
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Tabla 4. Caracteristicas geograficas y nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de

papa en el ANP Nevado de Toluca, México.

Codigo Comunidad Datos Cultivo Diagnostico
geograficos
CT Raices 09°94’ 81 O, Cultivo de papa Globodera rostochiensis,
19°09° 39> N rotado con Pratylenchus spp. 'y
3,498 msnm  avena Helicotylenchus sp.

CS-1 Loma Alta 99°48’ 23’0, Cultivo de papa  Globodera rostochiensis,
19°10° 17°N  rotado con Pratylenchus sp., Helicotylenchus
3,431msnm avena sp.y Criconema sp.

CT= Cultivo Tradicional

CS-I= Cultivo Semi-intensivo

7.3 Densidad de nematodos fitopatogenos J2 en dos tipos de cultivo (semi-intensivo y

tradicional) de papa.

El nematodo con mayor densidad en ambos tipos de cultivo fue G. rostochiensis (Tabla 4).
La mayor densidad se encontr6 en la comunidad de Raices con 3,184 quiste/kg de suelo y
un contenido promedio de huevos y larvas de 33. En Loma Alta la densidad fue de 1,468
quistes/kg de suelo y un promedio de 13.3 huevos y larvas /quiste (p<0.05). No obstante, la
densidad de J2 fue menor en comparacion con la densidad de quistes, siendo 324
organismos/kg de suelo en Raices y 472 en la comunidad de Loma Alta, no encontrandose

diferencias entre comunidades (p>0.05).

Por otra parte los nematodos pertenecientes a los géneros Pratylechus, Helicotylenchus y
Criconema presentaron las menores densidades en ambos tipos de cultivo no superando los
100 organismos/kg de suelo. La prueba no paramétrica U de Mann Whitney mostr6 que la
densidad poblacional de J2 de estos géneros entre los cultivos semi-intensivos y

tradicionales no es estadisticamente significativa (Tabla 4).
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Tabla 5. Densidad de géneros de nematodos fitoparasitos en plantaciones de papa

Cultivo DENSIDAD DE FITONEMATODOS
G. rostochiensis Pratylenchus Helicotylenchus  Criconema sp.
Spp- Spp-

Larvas Quistes Larvas Larvas Larvas
CT 324 3,184, 23.00 12.40

690 + 140 5230+ 1900 120+ 0.00 70£0.00 -
C-SI 472.00 1,468 b 28.00 3.33 13.33

870 £ 180 1800 + 900 100 + 0.00 20+ 0.00 50 £0.00
Estadistico H=45 H=9.00 H=65 H=61 H=30

p=0.9 p=0.000 p=0.5 p=0.3 p=0.4

Los valores representan el promedio de cinco muestras compuestas en cada sitio de
colecta=U de Mann Whitney. Letras diferentes en las columnas indican diferencias

significativas entre tipos de cultivo con la prueba no paramétrica (p< 0.05).

7.4 Prevalencia y abundancia de nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de papa

El nematodo con mayor prevalencia en ambos tipos de cultivo fue Globodera rostochiensis
con una presencia del 100% en todas las muestras analizadas, seguido de Pratylenchus spp.
con el 70% y 73% en cultivos tradicionales y semi-intensivos, respectivamente, y
Criconema spp. con el 60%, solo en cultivos semi-intensivos. Finamente, el género que
presentd la menor prevalencia fue Helicotylenchus spp. con 26% y 40% presente en las
muestras de estudio de cultivos tradicionales y semi-intensivos, respectivamente (Figura

14).
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Figura 13. Analisis de prevalencia y abundancia de Olmstead-Tukey de nematodos

fitoparasitos en cultivos de papa en el ANP Nevado de Toluca, Estado de México. A)

Cultivos tradicionales en la comunidad de Raices y B) Cultivos semi-intensivos en la

comunidad de Loma Alta.
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7.5 Analisis de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo

De las muestras de suelo de las localidades de estudio se determiné el pH, porcentaje de
materia organica (MO), humedad y textura. El nivel de pH de suelo en ambos tipos de
cultivo fue acido. Mientras que el contenido de materia organica (M.O.) de acuerdo a la
NOM-021-RECNAT-2000, los valores obtenidos se encuentran dentro del intervalo medio
para suelos volcanicos (Tabla 5). Por su parte el porcentaje de humedad en los dos tipos de
cultivo fue de 3.3 a 4.3% en Loma Alta y Raices, respectivamente, y la textura en ambos

sitios fue Franco Arenosa (Tabla 6).

Tabla 6. Niveles de pH y % de materia organica de las muestras de suelo de cultivos

semi-intensivos y tradicionales.

Tipo de cultivo pH MO
(H20) %
CS-1 4.89 7.7a
4.52+4.51 10.40 + 5.60
C-T 5.07 99b
5.53 £ 4.61 16.10 +2.70

CS-I= Cultivos Semi-intensivos
C-T= Cultivos tradicionales

Valores promedio (C-SI: n =10, C-T: n= 15).
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Tabla 7. Contenido de humedad y composicion mecanica de los suelos de cultivos

semi-intensivos y tradicionales.

Tipo de Proporcion de la composicion mecanica
cultivo Contenido
% % % Textura
de
Arena Arcilla Limo
humedad
%
CS-1 3.32 74.66 11.05 14.28 Franco arenosa
4.10+£2.60 80.29+69.14 12.86+8.50 18.07 £9.14
C-T 4.26 71.88 9.40 18.71 Franco arenosa

580+£290 81.98+62.85 17.01+486 27.78+12.14
CS-I= Cultivos Semi-intensivos, C-T= Cultivos tradicionales

Valores promedio (C-SI: n =10, C-T: n=15)

7.6 Correlacion entre los factores fisico-quimicos del suelo y nematodos fitoparasitos

Los resultados obtenidos en las correlaciones indican que existe una correlacion entre la
densidad de quistes , M.O. y humedad. Asi como de los juveniles y adultos de G.
rostochiensis con el pH. Los demas generos de nematodos no mostraron correlaciéon con

ninguna de las variables fisicas y quimicas del suelo.

Tabla 8. Resultado de la correlacion entre los factores fisicos y quimicos del suelo y la

cantidad total de nematodos en las comunidades de estudio.

Variable Variable Coeficiente de Sig. (Bilateral)
dependiente independiente correlacion
Quistes pH 0.359 0.078
M.O. 0.406* 0.44
Humedad 0.480* 0.015
Arena -0.058 0.783
Limo 0.350 0.087
Arcilla -0.58 0.783
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G. rostochiensis pH
M.O.
Humedad
Arena
Limo
Arcilla
Pratylenchus pH
M.O.
Humedad
Arena
Limo

Arcilla

Helicotylenchus pH
M.O.
Humedad
Arena
Limo

Arcilla

Criconema pH
M.O.
Humedad
Arena
Limo

Arcilla

0.540%**
-0.004
-0.029
0.183
0.043
-0.094
-0.77
-0.121
0.152
-0.46
0.143
-0.073

-0.095
0.017
-0.083
-0.178
0.023
-0.105

0.009
0.276
0.372
0.046
0.153
-0.192

*Significativo con una confiabilidad del 95%
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0.005
0.986
0.892
0.380
0.839
0.656
0.716
0.565
0.469
0.827
0.495
0.728

0.651
0.938
0.693
0.395
0.913
0.618

0.968
0.182
0.67

0.828
0.464
0.357
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8. DISCUSION

El presente trabajo constituye uno de los primeros inventarios de fitonematodos asociados
al cultivo de papa en la region del ANP Nevado de Toluca, México. Los fitonematodos
registrados en el presente estudio ya han sido registrados previamente en cultivos asociados

a papa en otros estados de nuestro pais.

La presencia de los fitonematodos asociados a cultivos se debe principalmente a que se
encuentra el hospedero y factores del suelo que permiten el desarrollo del ciclo de vida del
nematodo; razon por la cual se encuentran huevos, larvas y quistes. La presencia del
nematodo G. rostochiensis se debe principalmente a las condiciones ambientales favorables
en las zonas de estudio considerando que es una especie originaria de las montafias de los

Andes de América del Sur, tal y como lo mencionan Desgarennes et al. (2006).

La presencia de esta especie en la zona de estudio fue reportada por Nava en 1990; sin
embargo, es probable su presencia afios atras. La densidad promedio registrada por el autor
fue de 704 quistes/’kg de suelo en la comunidad de Raices. En este estudio la densidad
poblacional promedio fue de 3,184 en Raices (cultivos tradicionales) y 1,468 quistes/kg de
suelo en Loma Alta (cultivos semi-intensivos). Se aprecia un incremento en el nimero de

quistes a lo largo de los ultimos afios.

Con respecto a las densidades de acuerdo con Rueda et al., (2006), éstas se encuentran en
el nivel que causa dafo al hospedero (40 quistes/kg de suelo es el limite de tolerancia). No
obstante, en las zonas de estudio las plantas no mostraron sintomas y/o dafios de la
presencia de G. rostochiensis, 1o que hace pensar que el dafio puede verse enmascarado por
el manejo del cultivo en la region, el cual consiste en la aplicacion de agroquimicos
organofosforados como Furadan y Counter, que de acuerdo con Ravichandra (2018) estos
nematicidas tienden a afectar la actividad, desarrollo, orientacion e invasion de las raices de
juveniles J2, lo cual podria explicar la baja densidad de larvas encontradas en este estudio y
la falta de sintomatologia en la planta huésped. Asi mismo, los andlisis de viabilidad
mostraron porcentajes muy bajos de huevos y larvas viables dentro de las hembras de G.

rostochiensis, lo cual también puede verse afectado por el uso de agroquimicos

58



Galvan, 2019

organofosforados, ya que de acuerdo con Susan ef al. (1982) la presencia de 1.0 pg de
oxamil (nematicida organofosforado) perturba el comportamiento en la orientacion de los
machos hacia las hembras afectando la atraccion sexual y por ende la fecundacion. Aunque

en este trabajo no se evaliio la concentracion de nematicidas presentes en el suelo.

Otro factor importante que puede estar influyendo en la baja viabilidad de los quistes y de
J2 es la practica de solarizacion, la cual consiste en exponer el suelo a altas radiaciones
solares. En las zonas de estudio de esta investigacion el periodo del tratamiento de
solarizacion consta de 6 a 7 meses, que coindice con el periodo de descanso del suelo. De
acuerdo con La Mondia y Brodie (1984), un periodo de 8 a 10 semanas de tratamiento ha
demostrado una reduccién del 96-98% de G. rostochiensis. El éxito de esta técnica se debe
a que el rango de eclosion de esta especie va de 15-25°C y la temperatura Optima del
desarrollo del ciclo de vida es de 18°C, por lo que someter el suelo a temperaturas por
encima de los 40°C, ayuda a controlar las poblaciones de nematodos al interrumpir su ciclo

de vida (Cid del Prado, 2015).

Otro de los manejos en los cultivos de la zona de estudio que ha contribuido al control de
las poblaciones de nematodos es la rotacion del cultivo con una planta no hospedante
(Avena sativa), impidiendo la eclosion de los huevos de G. rostochiensis, como lo
menciona Lépez et al. (2013). La alta densidad de quistes encontrada en ambas
comunidades se debe principalmente a su acumulacién durante todos los afios de cultivo
(20 a 30 afios), encontrandose quistes tanto viejos como jovenes. Por lo tanto, el conjunto

de las técnicas de manejo ha ayudado a la reduccion y control del nematodo dorado de la

papa.

En cuanto al género Pratylenchus también se encontrd presente en todos los sitios de
muestreo; su presencia se atribuye a que muchas especies han mostrado una gran
adaptacion tanto a temperaturas frias como célidas, concluyéndose que el clima no
representa una barrera determinante para su dispersion (OIRSA, 2013). En México ha sido
reportado en cultivos de papa (Desgarennes et al., 2009), papaya (Martinez, et al., 2015),
platano (Adriano et al., 2008), café (Cepeda et al., 2018), chile (Velasquez et al., 2014) y
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cebolla (Belmont et al., 2003). Las densidades fueron bajas respecto a lo reportado por
Flores et al. (2017), quienes mencionan que el dafio econdmico se encuentra por encima de
200 organismos/100 cm?® Se asume que este género no causa dafios considerables en los

cultivos, al no observarse sintomas y/o dafios en la planta huésped.

Entre las técnicas de manejo del cultivo que han contribuido al control de este género se
encuentra la aplicacion de nematicidas organofosforados, lo cual coincide con lo reportado
por Ravichandra (2018) quien observd que los nematicidas afectan el movimiento de los
nematodos, limitando su dispersion, por lo que se considera un mecanismo importante para

su control.

Otra de las técnicas que ha favorecido el control de las poblaciones de este género es la
rotacion del cultivo con una planta no hospedante (4vena sativa). Sritharan et al., (2007)
reportaron que esta técnica de manejo afecta significativamente los niveles poblacionales
de Pratylenchus, ofreciendo asi una alternativa ecologica de control. Asi mimo, la
competencia intraespecifica por espacio y/o nutrientes con G. rostochiensis, puede estar
afectando las densidades del género, debido a que ambos tipos de nematodos son
endoparasitos que penetran el sistema radical y se alimentan de las células (Torrado y

Castafio, 2009; Avena et al., 2016), aunque en este estudio este factor no fue evaluado.

Por otra parte, las especies del género Helicotylenchus y Criconema son consideradas de
baja patogenicidad en el cultivo de papa (Obando y Oliva, 2015) y por los niveles de
densidad detectados y sin sintomatologia observada en el hospedero, no parecen causar

dafios considerables en los cultivos estudiados.

El umbral de dafio para Helicotylenchus se encuentra entre 200 a 300 individuos/100g de
suelo (Arévalo, 2012). Esta baja densidad se puede explicar a que en las comunidades de
estudio el clima es templado subhumedo a semifrio y el desarrollo 6ptimo del género
Helicotylenchus se encuentra en areas tropicales y subtropicales. En México ha sido
reportado en cultivos de platano (Lara et al., 2016), maiz (Gonzales, 2013), papaya
(Martinez et al, 2015) y papa (Desgarennes, et al., 2009). Con respecto a los nematicidas
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empleados, al igual que con G. rostochiensis y Pratylenchus, su aplicacion ha favorecido el
control de las poblaciones de este género. Lo anterior concuerda con lo reportado por
Castillo et al. (2010) quienes mencionan que con una sola aplicaciéon de nematicida
lograron reducir significativamente las poblaciones de nematodos fitoparasitos a menos de

10, 000 especimenes por cada 100 gr de suelo durante 6 meses.

En cuanto al género Criconema éste ha sido reportado en asociacion con plantas no
cultivadas y cultivadas en todo el mundo. Las especies del género se alimentan de las raices
y poseen un habito ectopardsito migratorio. Sin embargo, se desconoce su rango de
hospedantes y su capacidad patogénica (Crozzoli, 2002). En México Unicamente se ha
encontrado en relacion con el cultivo de platano (Lara et al., 2015) y durazno (Luna et al.,
2011). Este género unicamente fue encontrado en cultivos semi-intensivos, por lo que su
presencia se atribuye a la cercania de los cultivos con zonas forestales, lo cual concuerda
con lo reportado por Knobloch (1978) y Taylor (1936) quienes encontraron al género en
suelos forestales. Por lo que se recomienda realizar una prueba de patogenicidad para
determinar si efectivamente es un pardsito del cultivo de papa, debido a que no ha sido

reportado previamente en asociacion a este cultivo.

De acuerdo con lo anterior, se puede inferir que la aplicaciéon de agroquimicos esta
manteniendo bajo control la accion infectiva de los nematodos, permitiendo asi el

desarrollo normal de las plantas de papa.

Al correlacionar estadisticamente los resultados del numero de fitonematodos con los
andlisis fisicoquimicos (pH, M.O, humedad, textura) del suelo, se encontrd que el nimero
de quistes de Globodera rostocheinsis esta relacionado con los niveles de pH, lo cual
difiere por lo reportado por Nufiez (2002) quien no encontré correlacion entre las dos
variables. No obstante Chavez y Araya (2009), mencionan que los nematodos pueden
tolerar rangos amplios de pH y so6lo valores extremos, de muy bajo o muy alto, afectaria la
poblacion. Asi mismo los juveniles y adultos de G. rostochiensis mostraron una correlacion

positiva con el pH.
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Finalmente, los quistes de G. rostochiensis mostraron relacion con la cantidad de humedad,
la cual ejerce gran influencia en la vida de los fitonematodos, considerando que se trata de

organismos acuaticos (Fe, 2003; Gallardo et al., 2014).

A pesar de que ningin género de fitonematodo presento correlacion con la textura se ha
demostrado que este factor puede influir de manera significativa en la migracion de los
nematodos hacia las plantas, debido a que suelos con poros grandes, permiten el libre
movimiento de los nematodos, asi como del aire y del agua, aumentando los niveles de
oxigeno en el suelo (Gallardo et al., 2014). Siendo la textura franco arenosa la mas apta
para el ciclo de vida de los nematodos fitoparasitos. No obstante, se han reportado
nematodos como Paratrichodorus sp, Tyvlenchorhynchus sp y Meloidogyne spp , Xiphimena
etc. como plagas comunes en suelos arcillosos, por lo que se sugiere que existe un tamafo

de poro ideal para cada especie de fitonematodo (Olabiyi et al., 2009).

Con respecto a la cantidad de M.O. se encontrd dentro de los niveles “moderado” en ambas
comunidades, no encontrandose relacion con el nimero de nematodos fitoparasitos. Sin
embargo, Magunacelaya, 2005; Gallardo et al., 2014), reportan que en suelos con buen
contenido de materia orgéanica el ciclo de vida de los fitonematodos se ve afectado por el
desarrollo de microorganismos antagdnicos, como hongos nematdfagos y nematodos de

vida libre, por lo que pueden verse afectados por la competencia por espacio y alimento.

Finalmente, no se encontraron diferencias significativas entre cultivos tradicionales y semi-
intensivos y la densidad de fitonematodos, debido principalmente a las practicas similares
de sanidad en la compra de semilla que realizan los agricultores de ambos tipos de cultivo,
asi como las actividades culturales en el manejo y el tiempo de cultivo (20-30 afos). La
unica diferencia entre cultivos mencionada por los agricultores durante las entrevistas, fue
la dosis de agroquimicos, siendo que en cultivos semi-intensivos en ocasiones se suele
aplicar mas de lo indicado por el fabricante. No obstante, no parece tener un impacto
considerable en la densidad de fitonematodos pero si puede ocasionar fitotoxicidad en los

cultivos y un efecto en la microbiota del suelo (AMVAC, 2019).
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9. CONCLUSIONES

Se identifico 1 especie y 3 géneros de nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de papa
en el municipio de Zinacantepec del ANP Nevado de Toluca, Estado de México. Los
nematodos fueron: Globodera rostochiensis, Pratylenchus spp., Helicotylenchus spp. 'y

Criconema spp.

El fitonematodo con mayor densidad tanto en cultivos semi-intensivos y tradicionales fue
G. rostochiensis. Siendo que la densidad poblacional de quistes sobrepasé el limite de

tolerancia (40 quistes/kg de suelo).

Los factores fisicos y quimicos del suelo no parecen afectar de manera significativa las
poblaciones de nematodo fitoparasitos, a excepcion del % de M.O., pH, y humedad en los

que se observo una correlacion con G. rostochiensis.

De acuerdo con los niveles de densidad detectados de los nematodos fitoparasitos y sin
sintomatologia observada en el hospedero, se asume que no causan dafios considerables en
los cultivos de las comunidades de estudio; no obstante, no se especula sobre los dafios que
estén ocasionando los nematodos hasta que se realicen pruebas de patogenicidad; asi
mismo, se recomienda ampliar la zona de estudio a las demas comunidades productoras de
papa que conforman el municipio de Zinacantepec. Este es el primer estudio de densidad de
fitonematodos asociados al cultivo de papa en la region del ANP Nevado de Toluca,
México. En este estudio se aportan las bases para continuar con otros estudios para crear e

implementar estrategias por ejemplo de control biologico.
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