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“CARACTERIZACION PATOGENICA Y DETERMINACION ESPECIFICA DE CINCO
POBLACIONES DE_Meloidogyne spp. EN Coffea arabica L. VARIEDAD CATUAJ”

“PATHOGENIC CHARACTERIZATION AND SPECIFIC DETERMINATION OF FIVE
Meloidogyne spp. POBLATIONS ON Coffea arabica L. CATUAI CULTIVAR”

RESUMEN

Los programas de seleccion de cultivares resistentes y/o tolerantes de Coffea spp.

para el control de nematodos del género Meloydogine spp., originaron la necesidad de
conocer la biodiversidad de este género en las zonas cafetaleras del pais. Con este
proposito se seleccionaron 5 poblaciones de diferentes areas cafetaleras, con el fin de
realizar su caracterizacion patogénica y determinacién especifica.

La seleccion de las poblaciones se realizé de acuerdo a los archivos de diagnéstico del
Laboratorio de nematologia de ANACAFE, tomando 5 fincas distribuidas dentro det area
cafetalera de! pais, las cuales presentaron los mayores dafios ocasionados por Meloidogyne
spp. y que se nombran a continuacién: 1. Finca Elvira, San Francisco Zapotitlan,
Suchitepéquez; 2. Finca Don Bosco, Santa Cruz, Alta Verapaz; 3. Finca Panorama, San
Rafael Pie de la Cuesta, San Marcos; 4. Finca los Manaques, Colomba Costa Cuca,
Quetzaltenango y 5. Finca Providencia, Palin, Escuintla.

La evaluacién se llevo a cabo en La Finca Buena Vista, San Sebastian, Retalhuleu, en
condiciones de invernadero. La metodologia consistio en la colecta de las poblaciones,
incremento de las poblaciones mediante su multiplicacién en tomate, recuperacion del inéculo
incrementado y su inoculacién en plantas de Coffea arabica L. var. catuai. La inoculacion se

realizé cuando las plantas de café presentaron su primer par de hojas verdaderas bien
desarrolladas, con 2000 huevos de nematodo por plantay la toma de datos de las diferentes
variables se realizo 90 dias después de la inoculacion. Al mismo tiempo en que se realizé la
inoculacidn en las plantas de café, del indculo de las poblaciones recuperado de jas plantas
de tomate, se realizaron montajes de disefios perineales y se enviaron junto con masas de
huevos a los laboratorios de nematologia del CIRAD-ORSTOM de Montpellier, Francia para




su determinacion especifica por medio de perfiles isoenzimaticos y por medio de comparacién

de disefios perineales.

De acuerdo a la evaluacion realizada se encontré que las cinco pobiaciones presentan
un elevado y similar grado de patogenicidad sobre cafetos de la variedad Catuai de Coffea
arabica L.. La estrecha base genética que tienen las variedades comerciales de Coffea
arabica L. permite suponer que la patogenicidad observada seria igualmente alta en cualquier
otra variedad de esta especie de café.

El estudio de determinacion especifica mediante perfiles isoenziméaticos reveld Ia
existencia de dos grupos diferentes: Meloidogyne mayaguensis Rammah & Hirschmann,
para la poblacion Don Bosco, y un segundo grupo que corresponde a un nuevo patrén
enzimatico, que podria tratarse de una nueva o nuevas especies para las otras cuatro
poblaciones estudiadas. Este nuevo hallazgo viene a modificar los sefialamientos anteriores
que solamente hacian mencién de Meloidogyne exigua Goeldi y Meloidogyne incognita
(Kofold & White) Chitwood, como especies predominantes en el cultivo de café.

Resultados diferentes obtenidos de nuevas asociaciones enzimaticas, revelan
biodiversidad entre las poblaciones estudiadas sugiriendo la existencia de razas o
subespecies, sin que al momento sean determinantes debido al poco tiempo de estudio de
estas asociaciones.

El estudic de comparacién de disefios perineales confirmd la determinacién
isoenzimdica de Meloidogyne mayaguensis Rammah & Hirschmann, para la poblacién de
Don Bosco, mientras que las otras poblaciones manifestaron facetas parecidas a Melodogyne
incognita (Kofold & White) Chitwood, pero con ciertas variantes.

De acuero a los resultados obtenidos en el estudio se recomienda seguir con los estudios
de caractetizacién de ofras poblaciones de Meloidogyne spp. de otras areas cafetaleras, con el
fin de llegar a conocer la biodiversidad existente de este género en e! cultivo de café.




1. INTRODUCCION

E! café es el producto agricola de exportacién mas importante, actualmente ocupa el
segundo lugar en el comercio mundial después del petréleo. Segin Charrier (11), la
produccion total de café sobrepasa los cuatro millones de toneladas; de los cuales un poco
mas del 70% proviene de Coffea arabica L. y el 30% restante de Coffea canephora Pierre.

Para los paises productores como Guatemala, la caficultura juega un papel muy
importante desde el punto de vista econémico y social, aportando segln datos de registro
de ANACAFE (1993 a 1994) un 21% del total de ingresos de divisas.

La produccién de café, posee nimerosos problemas de plagas y enfermedades, entre
los cuales, los nematodos son uno de los mas importantes, provocando segtin Sasser (53),
una disminucién de! 10% de fa produccién en México, Centro América y El Caribe,
principalmente a causa de Meloidogyne spp. género cuyas caracteristicas de infeccidn,
diseminacion y persistencia hacen necesario un mejor conocimiento de las especies
existentes y de sus diferentes niveles de patogenicidad sobre el cafeto. Esta informacion
basica tendria aplicacién en los programas de control y en el desarrolto de cultivares
resistentes.

Partiendo de la importancia que presenta e! ataque de nematodos en Guatemala, el
presente estudio contempla la caracterizacion patogénica y determinacion especifica de
cinco poblaciones de Meloidogyne spp. distribuidos geograficamente dentro del area
productora de café mas importante del pais, estudio necesario previo al inicio de pruebas

de resistencia de materiales de Coffea spp.




2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Entre los géneros de nematodos de mayor importancia como parasitos del cultivo de
café en Guatemala tenemos a Pratylenchus spp. y Meloidogyne spp.. Este ditimo, presentando
mayores dificultades para su control con cultivares resistentes, debido a su biologia con un
estadio adulto hembra endoparasito sedentario y con un gran potencial de reproduccion,
caractéristicas que hacen que el control quimico tenga poca eficiencia sobre este paréasito.
Este hecho y la importancia de conservar el medio ambiente, hace necesario proponer
alternativas econdmicas ai productor como la utilizacion de gemmoplasma resistente para el
control de este nematodo. Sin embargo, la alta capacidad reproductiva y partenogenética de
este nematodo hace posible y rapida la diferenciacién de razas fisiologicas con posibles
diferencias en cuanto a su patogenecidad contra sus hospederos.

Los diferentes grados de patogenicidad entre poblaciones de Meloidogyne spp. pueden
reducir la utilidad de materisles de café definidos como resistentes frente a determinada(s)
especie(s) o poblaciones de nematodos. Esto indica el imperativo que previo al inicio de
programas de evaluacion de resistencia de materiales de Coffea, se tenga definido e} grado de
patogenicidad, la especie y la existencia, o no, de razas fisiolégicas de Meloidogyne spp. en
las diferentes zonas cafetaleras del pais, estudios no efectuados a la fecha no obstante su
importancia dentro de! marco de los programas de mejoramiento orientados a la solucion del
problema nematodos.




3. MARCO TEORICO

MARCO CONCEPTUAL
3.1. EL. CAFETO Y SU CULTIVO
3.1.1. LAS ESPECIES DE CAFE CULTIVADAS

Los cafetos del género Coffea spp. pertenecen a la familia de las Rubiaceas, todas de
origen africano o malgache. Actualmente son conocidas mas de cien especies de Coffea, de

las cuales basicamente dos son las cultivadas, Coffea arabica L. y Coffea canephora Pierre.
Aproximadamente 75 % de la produccién mundial corresponde a Coffea arabica l.

Coffea arabica L. menciona Charrier (11), es la (nica especie tetraploide y autégama,

con una tasa de polinizacién cruzada que varia entre 5y 20%. El centro de diversificacion de
Coffea arabica L. se ubica en zona de altitud de 1500 m. a 2500 m. en el bosque inferior de la

montafias de! Sur oeste de Etiopia. Fue introducido y cultivado en Yemen a partir del siglo

XIV. La expansion mundial del cultivo de Coffea arabica L. fue realizado a partir de los cafetos

de Yemen. Se llevo en el siglo XVII a India y Ceylan, luego a Indonesia en la Isla de Java.
Este material de Java se fraslado al Jardin Boténico de Amsterdam -una sola planta- e
introducido en Surinam, la Guyana Francesa y el Jardin Botanico de Paris. En la misma época
sefigla Carvalho (8), un segundo origen yemenita fue introducido a la isla Reunion,
antiguamente llamada Bourbén de la cual esta variedad tomé su nombre, iuego se llevo al
Brasil a mediados del sigio XIX. Es a partir de estos dos origenes bien identificados de Coffea

arabica L. que el cultivo del cafeto se extendié en América. Como consecuencia, menciona
Charrier (11), practicamente todas las variedades de Coffea arabica L. cultivadas en nuestro

continente poseen una base genetica muy estrecha. Esto ha sido demostrado con la
dispersion de la Roya Anaranjada (Hemileia vastatrix Berk et Br) en los paises
latinoamericanos desde 1970, donde esta enfermedad ataca practicamente a todas las

variedades de Coffea arabica L. cultivadas. En lo que respecta a los nematodos se constata

una situacién analoga, o sea, una susceptibilidad generalizada de los "Arébicas” cultivados en

América frente a estos parasitos. Campos, (7); Gongalves, (25), Schieber, (56).
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La especie Coffea canephora Pierre, como todas las ofras especies silvestres de
Coffea es diploide y estrictamente auto-incompatible, por lo tanto, las descendencias de Coffea

canephora Pierre, provienen de fecundaciones cruzadas y manifiestan un importante
polimorfismo.

Berthaud citado por Anzueto (1), menciona que segun los andlisis de diversidad genética
de Coffea canephora Pierre provenientes de poblaciones silvestres y tomados en el area de

reparticion de esta especie en Africa, demuestran que existe al interior de la especie, dos
grupos principales: el grupo "Guineense" y el grupo "Congolés".

Segun Shieber y Zentmyer (58) los dafios provocados por la roya anaranjada en las
plantaciones de Coffea arabica L. en Ceylan e Indonesia a finales del siglo XIX asi como los
problemas de su aclimatacion en regiones tropicales de baja altitud, fomentan el cultivo de
algunas especies silvestres de Africa, como Coffea canephora Pierre, cuyo producto
comercial es conocido como café Robusta, su cultivo es relativamente reciente, un siglo
aproximadamente. Chitwood y Berge (13) y Schieber y Sosa (55) mencionan que dentro de las
especies diploides, el café Robusta se impone por su adaptacién a baja altitud, vigor,
productividad y resistencia a la roya anaranjada y posteriormente en Centro América se ha
demostrado su resistencia a nematodos.

El cultivo comercial de otras especies de Coffea es insignificante. Coffea fiberica Buill,
aun es cultivada en ciertas regiones africanas y del sudeste asiético. Algunos autores sefialan
que esta especie puede tener resistencia tanto a nematodos como a cochinillas de fas raices
del cafeto. Eskes, (20), Garcia, {21).

3.1.2. ASPECTOS AGRONOMICOS DEL CULTIVO DEL CAFETO.

En esta parte solo se discutiran algunos aspectos técnicos que pudieran relacionarse con
los problemas ocasionados por nematodos.

L.a germinacion de la semilla en el semillero tarda entre 40 y 60 dias, en la fase de
"soldadito” o "mariposa” son generaimente transplantadas a bolsas de polietileno llenas de
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tierra preparada; establecido el almacigo o vivero, las plantas van a permanecer de 6 a 12
meses. Posteriormente seran plantadas en campo definitivo, teniendo como objetivo
generaimente, renovar una antigua plantacién. Muchas veces se establecen entre cafetales
adultos que van a arrancarse progresivamente en el tiempo. La densidad de siembra en una
nueva plantacién se sitda entre 3,500 y 5,000 plantas por hectérea. En el caso del pequeio
productor es comin encontrar cultivos asociados (Musas, citricos, ...).

El ciclo productivo del cafeto se inicia entre el segundo y tercer afio. Varios afios
después la operacion esencial sera la poda, buscando la produccién maxima de tejido nuevo y
la eliminacion de la madera improductiva. Los cafetos producen mas a pleno sol, pero esta
productividad debe sostenerse con aporte de fertilizantes. En nuestro medio las malezas se
desarrollan abundantemente, utilizAdndose en altemancia herbicidas y control mecénico.
Actuaimente se estima que la vida econémicamente productiva de una plantacion se ubica
entre 20 y 30 aios, al término de los cuales se replantara generalmente con café.

Los nematodos asociados al cafeto son igualmente parasitos de algunas especies de
arboles de sombra y de malas hierbas presentes en los cafetales. Garcia (21), Calderon-Vega
{ 6), Lordello (37).

Campos (7), menciona que tanio las plantitas de semillero como de aimacigo son muy
susceptibles a nematodos, las medidas de control preventivo son indispensables en esta fase
inicial, en almacigo debe confrolarse el agua de riego ya que podria estar contaminada por
nematodos. Estos aspectos son a menudo despreciados, siendo segdn Arango, et al. (2) y
Gongalves et _a_l.' (24), sin duda el transporte de plantas de almécigo infestadas por nematodos
la principal causa de su diseminacion.

Por otro lado menciona Miguel et al. (41), la poda de la parte aérea de cafetos adultos
conlleva una importante reduccion de la masa radicular, en plantas recepadas ésta es del
orden del 84%. La relacién entre el nivel poblacional de nematodos y una masa radicular
significativamente reducida provocaria un impacto més fuerte del parasito sobre la planta. Esto
coincide con algunas observaciones de campo que muestran una mala respuesta a fa poda en

areas donde prevalecen nematodos muy agresivos.



3.2. NEMATODOS PARASITOS DE CAFE.

Jobert (31) en 1878, descubrié en Brasil cafetos afectados por nematodos parasiticos,
mas tarde Goeldi (23) en 1887, identifico el nematodo encontrado por Jobert, el nematodo era
la causa de la enfermedad que denominaban "enfermedad de araracura", debido al
agallamiento producido en las raices.

Zimmerman (63), veinte afios mas tarde demostré los efectos de patogenicidad de los
nematodos que producen lesiones en las raices. Rahm (46), reporta en 1929 a Meloidogyne
exigua Goeldi, en Sao Paolo, Brasil. Salas y Echandi (48), reportaron en 1960 el mismo
nematodo en Costa Rica, Republica Dominicana y Venezuela.

Shieber (57), reveld en Guatemala la existencia de nematodos parasiticos en café,
encontrandose a dos géneros como responsables del dafio, Meloidogyne exigua Goeldi,
como responsable de las agallas en raices y Pratylenchus coffeae Zim. como responsable

de las lesiones en raices. Taylor y Sasser (59), mencionan que entre los nematodos que
afectan el cafeto, Meloidogyne spp. es el de mayor distribucién geografica en relacion a
cualquier otro grupo de nematodos parasiticos, lo cual coloca este género de nematodos entre
los patégenos mas importantes que afectan la produccién de café.

3.3. LOS NEMATODOS DEL GENERO Meloidogyne spp.

Son endoparasitos sedentarios, polifagos, ampliamente distribuidos en el mundo y que
provocan grandes pérdidas en la agricultura. Chitwood (13) separa la especie Heterodera
marioni Goeldi del género Heterodera y lo convierte en un género distinto denominado

Meloidogyne, €l describe a Meloidogyne exigua Goeldi, como la especie "tipo". La mayoria de
las especies se reproduce por partenogénesis.

Los Meloidogyne provocan la formacién de agallas sobre las raices que parasitan, por
lo cual pueden identificarse facilmente. En caso de fuerte ataque las agallas pueden invadir
todo el sistema radicular.  Los cafetos infestados muestran por un lado una falta de vigor
seguido de clorésis y defoliacién, y por otro una mayor sensibilidad a situaciones climéaticas
como la sequia. Arruda y Reiss (3) sefialan que Meloidogyne incognita (Kofold & White)
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Chitwood, puede provocar una disminucién del 30% en la altura de las plantas, y una baja del
50% en la produccion en las dos primeras cosechas.

En las raices de Coffea arabica L. menciona Lordello (37) y Withtehead (62), se pueden

encontrar varias especies del género Meloidogyne spp.. Por lo menos menciona Campos et al

(7) 13 diferentes especies han sido descritas en el mundo en asociacién con el cafeto. (ver
cuadro 1)

Cuadro 1. Distribucion Geogréafica Mundial de especies de Meloidogyne spp. en
café. Campos et al. (7).

ESPECIE PAISES

Meloidogyne incognita Brasil, Tanzania, Jamaica, Venezuela, Guatemala, Costa de
Marfil, India.

Meloidogyne exigua Brasil, Guatemala, Republica Dominicana, Nicaragua, Costa
Rica, Puerto Rico, Colombia, Per, El Salvador, Venezuela,
Bolivia.

Meloidogyne coffeicola Brasil.

M.eloidogyne javanica Brasil, Tanzania, Zaire, El Salvador, India.

Meloldogyne hapla Brasil, Tanzania, Zaire, India

Meloidoqyne_africana Kenia, Zaire.

Meloidogyne decalineata Tanzania, Sao Tomé.

Meloidogyne kikuyensis Tanzania.

Meloidogyne arenaria Jamaica.
Meloidogyne megadora Angola, Uganda.
Meloidogyne inomata Guatemala.
Meloidogyne oteifae Zaire.

Meloidogvne thamesi India.

Las mas citadas segin Lordelio (37) son Meloidogyne exigua Goeldi, Meloidogyne
incognita (Kofold & White) Chitwood, y Meloidogyne coffeicola Lordelio & Zamith.
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Recientemente una nueva especie ha sido sefalada por Lopez (34) parasitando al
cafeto en Costa Rica, se trata de Meloidogyne arabicida Lopez & Salazar.

3.3.1. DANOS QUE PROVOCAN LAS PRINCIPALES ESPECIES DE Meloidogyne spp.

Meloidogyne exigua Goeldi, es la especie mas cominmente citada como nematodo
fitoparasito del cafeto en Latinoamérica. Jobert (31) ya habia indicado que los nematodos eran
responsables del agotamiento y muerte de cafetos en una region del Brasil. Goeldi (23) haria
la descripcién formal de la especie algunos afios més tarde. Segin Lopez (34) esta especie

provoca la formacion de agallas "redondeadas” tipicas y fa masa de huevos se desarrolia al
interior de la epidermis de las raices. En general no hay una destruccion de las raices ni
mortalidad de las plantas. Contrariamente las plantas de almacigo contaminadas menciona
Gongalves (25) pueden expresar en el campo una reduccion de crecimiento y defoliacion,
seguido de un marchitamiento severo en la época seca. Con la utilizacién de plantulas sanas
a la salida del almécige y un adecuado manejo de las plantaciones, la presencia de este
nematodo en campo afecta generalmente muy poco a la produccién. Sin embargo cuando los
cafetos son plantados en suelos arenosos o degradados, o bajo condiciones de deficiencia
hidrica, los dafos pueden ser significativos.

Meloidogyne incognita (Kofold & White) Chitwood, fue sefialado por primera vez como
parasito de cafeto en Guatemala por Chitwood y Berger (13). Diez afios después Lordello y
Mello Filho (36) indican su presencia en Brasil, pais donde este nematodo provoca grandes
dafios sobre el cafeto. En campo sefiala Lordello (35), las raices parasitadas presentan una
fuerte destruccion de los tejidos corticales, las plantas contaminadas se agotan
paulatinameiite, llegando a morir. Meloidogyne incognita (Kofold & White) Chitwood, es un
factor extremadamente limitante para el establecimiento de nuevas plantaciones, asi como
para el manejo de los cafetales contaminados. Esta especie es por lo tanto segin Moraes y
Lordello (43), considerada como mas patdégena que Meloidogyne exiqua Goeldi. Siendo los

tratamientos nematicidas segun Curi et al. (10) poco eficaces contra Meloidogyne incognita
(Kofold & White) Chitwood.
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Meloidogyne coffeicola Lordello & Zamith, fue descrita en Brasil en 1960, no se tiene

informacion sobre su presencia en otros paises, atn en Brasil su distribucion es limitada. Este
nematodo provoca igualmente la destruccion de tejidos corticales de las raices, sin observarse
la formacion de agallas. Lordello y Zamith (35).

Meloidogyne arabicida Lopez & Salazar, es nueva especie descrita en Costa Rica, esta

asociada con la degeneracion de las raices del cafeto, pudiendo llegarse a la muerte de las
plantas en pocos afios. Las raices principales y la pivotante menciona Sarah, (50) presentan
agallas gruesas de apariencia "corchosa” que son rapidamente destruidas.

Calderon-Vega (6), sefiala la presencia de hongos de los géneros Fusarium,
Cylindrocladium y Phialophora en asociacién con el nematodo Meloidogyne arabicida Lopez &
Salazar, como responsables de la degeneracion de los cafetos.

3.3.2. CICLO BIOLOGICO DE Meloidogyne spp.

De acuerdo a Boneti (5), ios nematodos del género Meloidogyne son endoparasitos
sedentarios. Su ciclo biologico, comprende una fase preparasitaria y una fase parasitaria
(figura 1). La sucesién de estados preparasitarios, comienza con la postura de huevos en el
interior de las raices dentro de una sustancia gelatinosa. Segun Méndez et al. (40), rara vez
son depositados fuera de las raices.

Dentro del huevo menciona Boneti (5), el embrién se desarrolla hasta formar la larva del
primer estadio "J1" éste ya con el estilete formado. La eclosion del huevo se realiza despues
de que el nematodo ha alcanzado su segundo larvario "J2" y constituye el unico estado movil e

infectivo del género.

De acuerdo a Méndez et al. (40), la larva se moviliza dentro del suelo, penetra la raiz con
su estilete y se desplaza intracelularmente en el interior de fa raiz; al cabo de corto tiempo el
nematodo se encuentra rodeado de células gigantes, fijado nivel del sistema vascular, en
donde se forman las agallas; en este estado se inicia la etapa parasitaria del nematodo, la cual

se caracteriza por la inmovilizacion de los mismos.



1. Atraccién y penetracién de larvas de 2do. Estado (a) dentro da las raices.

2, Larvas del segundo estado situados en su lugar definitivo,

3. Inicio de la formacién de agallas y de la transformacion de las larvas en
hembras (b} o en maches (c).

4. Agalla conteniendo ure hembra joven (d) y un macho {8}, esta Ultimo envuelto en su
penuitima muda.

5. Agalla conteniendo una hembra adulta (f} poniendo sus huevos dentro de una bolsa gelatinosa (g)
de donde saldrin las tarvas en segundo estado {a). El macho adulto cbtiena su fbertad.

FIGURA 1 : CICL.O BIOLOGICO DE Meloidogyne spp.
DEGURAN 1983.
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Inguza (28), los adultos no aparecen mas, hasta después que se da un nuevo estado
larvario; la mayor parte de progenie de nematodos de éste género son hembras y Ia
reproduccién es de forma partenogenética. El sexo en el segundo estado larvario del
nematodo, es indeterminado y se determina de acuerdo a las condiciones de desarrollo,
Cuando las condiciones son desfavorables es muy frecuente la desviacion hacia el sexo
masculino (reversion sexual). Taylor y Sasser (59), observaron que la reproduccién de
nematodos del género Meloidogyne sin macho parece ser regular y normal. Por aislamientos
repetidos, una familia se desarroll6 por 12 generaciones en ausencia de machos, las hembras
depositan sus huevos y se reproducen normalmente.

De acuerdo a Lima (32), la duracién del ciclo biolégico de Meloidogyne oscila entre 32 y
42 dias a temperaturas entre 25° y 30° grados centigrados.

3.3.3. SINTOMAS PRIMARIOS.

Lordelio (37) menciona que la formacién de agallas es un sintoma tipico del ataque de
nematodos del género Meloidogyne. De acuerdo a Deguran y Netcher (16), tan pronto como
los nematodos penetran la raiz, la larva del segundo estado larval (j2), provoca la hipertrofia de
las células corticales a causa de una secrecién expulsada a través del estilete, seguidamente
se desplaza a la zona vascular, en donde se inmoviliza, las células se agrandan al mismo
tiempo que sus nicleos se dividen por mitosis, las membranas desaparecen y se van uniendo
las células adyacentes, dando lugar a la formacién de células gigantes polinucleadas lo cual se
conoce como syncytium,

3.3.4. SINTOMAS SECUNDARIOS.

Gongalves et al. (24), menciona como sintoma de las raices infestadas de nematodos,
la baja capacidad de las plantas, por lo que se desarrollan sintomas similares a los de falts de

nutrimento.

Como resultado menciona Lordello (37), las plantas afectadas muestran sintomas de
deficiencia de zinc y nitrégeno con hojas amarillentas y plantas poco desarrolladas, en algunos

L ',?i;:@
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casos se observa la caida prematura de las hojas. En general todos los sintomas mostrados

por la planta, conducen a la disminucién de ta produccién de la planta.

3.3.5. IMPORTANCIA ECONOMICA DE LOS DANOS PROVOCADOS POR Meloigogyne
sSpp.

Campos (7), menciona que el mayor reporte de dafios producidas por Meloidogyne
proviene de Brasil, en donde por mas de 100 afios, se producen dafios de tal grado que se
hace necesario el abandono del cultivo de café. Segln estimacion de Lordello (37) la
reduccién en la produccion de café en Brasil debido a nematodos deja un 20% de pérdidas y
del total, las especies de Meloidogyne spp. son responsables del 15%.

Segun Girén (22), en Guatemala en la region cafetalera de los departamentos de San
Marcos y Quetzaltenango ubicados en la zona sur-occidente de Guatemala de 117,031 Mz.

cultivadas 898 Mz. se pierden a causa del ataque de nematodos.

3.3.6. PATOGENICIDAD.

Bauer (4), expresa que los nematodos se consideran como fitopatégenos debido a que
como respuesta al dafio que ocasionan, las plantas presentan sintomas similares a los del
ataque por agentes infecciosos. La patogenicidad, expresa la misma autora, es la habilidad de
un agente para causar enfermedad, que resulta de una serie de eventos desde la infeccién
hasta el desarrolio del patégeno dentro de la planta y la subsecuente produccion de sintormas.
Mientras tanto la virulencia la define como el grado de patogenicidad de un agente causal
dado. Por lo cual, grado de patogenicidad y virulencia son términos que se encuentran
utilizados de la misma manera en la diferente literatura.

Lordello (38) menciona que, en el cultivo del café se tienen pocas referencias de los
grados de patogenicidad de poblaciones de Meloidogyne spp., la mayor cantidad de estos
reportes vienen de Brasil, donde se han evidenciado ia existencia de diferentes razas dentro
de Meloidogyne incognita (Kofold & White) Chitwood.

Curiet al. (10), efectuaron observaciones en cafetales de Brasil infestados por distintas
poblaciones de Meloidogyne y en el estudio una de ellas inducia a la formacion de agallas bien
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desarroliadas o fuertes engrosamientos en la raiz que constituian un problema, mientras otras
dos poblaciones no inducian agallas, pero una de ellas produjo rajaduras y hendiduras en las
raices de mayor diametro por lo que resultd mas nociva que las otras dos.

Macedo (39), observé dos poblaciones de Meloidogyne exigua Goeldi en Brasil que
mostraban diferentes grados de patogenicidad. Las plantas atacadas por una de éstas,
presentaban raices bastante ramificadas, con muchas agallas de diametro pequefio. La otra
indujo sistemas radicales poco ramificadas sin agallas, las cuales se tornaron quebradizas,
presentaban necrosis y desprendimiento cortical; concluyendo en que las poblaciones son
fisiologica y genéticamente diferentes.

Lopez (33) trabajé con poblaciones de Meloidogyne exigua Goeldi, recolectadas en
dos localidades de Costa Rica y encontré que una de ellas se reprodujo poco en tomate
mientras ofra se reprodujo muy bien en este hospedante. Noté ademas diferencias
morfolégicas entre los machos de ambas poblaciones, asi como distintos patrones
enzimaticos.

Morera (44), Trabajé con tres poblaciones de Meloidogyne exigua Goeldi, en cafetos de
la variedad Catuai y encontrd diferentes niveles de dafio en las plantas, concluyendo que

esta especie esta compuesta por varias razas.

3.3.7. RAZAS FISIOLOGICAS.

De acuerdo con Zuckerman, Mitchel et al. y Triantaphillou, citados por Toledo (60), la
especializacion es un fendmeno inherente a la vida. Por lo tanto, deben esperarse diferencias
en biologia, fisiologia y requerimientos ecoldgicos entre poblaciones de una misma especie de
diferente origen geografico y habitats. Estas variaciones dentro de una misma especie, son
cominmente llamadas "razas fisiolégicas” las cuales no representan (o muy pocas) diferencias
morfolégicas entre si, no obstante que son diferentes en su biologia o en su capacidad
patogénica a determinadas plantas. Sasser (51) define las razas, biotipos o patotipos de
nematodos, como aqueltas poblaciones dentro de una especie que son morfoldgicamente
indistinguibles y que reaccionan diferentemente sobre una planta dada, esta definicién surge
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de varias especies vegetales ante poblaciones de una misma especie, con distintas
procedencias.

Sasser (52) menciona que los cambios en el grado de patogenicidad o el desarrolio de
nuevas razas, ocurre algunas veces cuando los cultivares resistentes son sembrados
repetidamente en suelos infestados. Tat hecho reduce la utilidad y hace evidente la necesidad
de que el fitomejorador tenga un buen conocimiento de la variacién patogénica entre
poblaciones.

3.3.8. CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DE Meloidogyne spp.

La identificacién rigurosa de una poblacién de nematodos presenta gran interés para los
estudios fundamentales sobre las relaciones huesped-parasito, y también para el desarrollo y
utilizacion de variedades vegetales resistentes.

De acuerdo a Netscher (45), dentro del género Meloidogyne spp. uno de los principales
criterios utilizados hasta los Ultimos afios ha sido a morfologia del patrén perineal de la
hembra, existiendo sin embargo una gran variabilidad a! interior de la descendencia de una
sola hembra para este caracter, lo que limita el valor de este criterio y hace incierta la
identificacion de las especies. Mas recientemente el microscopic electrénico de barredura a
permitido evidenciar ciertos caracteres especificos en la region cefélica de los estados
juveniles, hembras y machos adultos, sin embargo su interpretacién demanda un alto nivel de
conocimiento y el método es muy trabajoso para el estudio de numerosas poblaciones.

De acuerdo a Eisenback (18), entre los caracteres morfolégicos, ios modelos
perineales de las hembras y la forma de la cabeza de los machos parecen ser los caracteres
mas relevantes. Los detalles mas Utiles del disefio perineal pueden ser apreciados mejor en un
microscopio electrénico, pero debido a que no todos cuentan con este para llevar a cabo los
estudios, se pueden utilizar claves pictdricas de disefios perineales para interpretar lo
observado en un microscopio Optico. Dentro de los detalles de relevancia en la morfologia
perineal de hembras se toman en cuenta: Término de la cola, fasmidia, arco dorsal, linea
lateral, puntuaciones, ano, vulva y estrias.
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Otro criterio utilizado para la diferenciacion infra e inter-especifica es el uso de
huéspedes diferenciales, el cual fue utilizado por Sasser (53), pero en el caso de mezcla de
especies el sistema es poco practico.

Recientes trabajos han mostrado el interés en nematologia de la caracterizacién de
especies por medio del andlisis de sus sistemas de isoenzimas. Los primeros estudios en
Meloidogyne fueron realizados por Hussey et al. (27), pero fue necesaria sefialan Daimasso y
Berge (15), la miniaturizacion de las técnicas para obtener perfiles isoenzimaticos
individualizados. Con la utilizacién de este método, Daimasso y Berge (15) y Janati (30)
estudiaron ndmerosos sistemas isoenzimaticos con hembras tomadas individualmente,
demostrando que las isoesterasas permitian una identificacion precisa de las especies
Meloidogyne _ incognita (Kofold & White) Chitwood, Meloidogyne javanica (Treubl.) Chitwood, .
Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood y Meloidogyne hapla Chitwood.

Entre los estudios realizados reporta Janati (30), existen cinco poblaciones provenientes
de raices de cafetos de Brasil, Peri y Surinam que muestran zimogramas gque no
comesponden a especies de Meloidogyne conocidas. Su perfil enzimatico para isoesterasas
corresponde al fenotipo denominado "F1", del inglés "Fast”, debido a su velocidad de
migracién durante la electroforésis.

Un importante estudio conducido por Santos y Hirschmann-Triantaphyliou (48) incluyo 88
poblaciones de Meloidogyne colectadas en diferentes regiones cafetaleras del Brasil,
obteniendo estos investigadores cinco diferentes fenotipos isoenziméticos o zimogramas.

-11 = Meloidogyne incognita (Kofold & White) Chitwood. (23 poblaciones)
- VF1 = Meloidopgyne exigua Goeldi. (17 poblaciones)

- J3 = Meloidogyne javanica (Treubl.) Chitwood. (13 poblaciones)

- F1 = especie no identificada (15 poblaciones)

- 12 = especie no identificada (10 poblaciones)

- ausencia de bandas (1 poblacién)

- sin resultados (9 poblaciones)
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Estos resultados cuestionan ia idea clésica de que las unicas especies importantes de
Meloidogyne que parasitan al cafeto en los diferentes paises son Meloidogyne incognita
(Kofold & White) Chitwood y Meloidogyne exigua Goeldi. La evidencia indica que existen otras
especies agresivas asociadas al cultivo en varios paises productores.

En la figura 2, se muestran los diferentes zimogramas que corresponden a nueve
especies de Meloidogyne spp. respectivamente, esto permite ilustrar el valor de dicho recurso
bioquimico en la identificacién y caracterizacion de las especies de Meloidogyne spp.
particularmente las que no han sido descritas previamente o aquellas que han sido
errdbneamente caracterizadas.

Figura 2. Fenotipos especificos de Malato Deshidrogenasa (Mdh) y de esterasas
para la diferenciacion de nueve especies de Meloidogyne.
Esbenshace y Trianthaphyllou (19).

Rm (x 100) M. arenaria{M. M. M. M. chit- [M. M. I M.
incog- hapla Jjava- jwoodi [|naasi |exigua |grami- |maya-
nita nica |nicola  |guensis

f._d= bandas Mdh || = bandas esterasas
20 -
254 O &3 /3 1
30 - - O = — -
35 - ] 3
40 - - ] :
45 - o g |
50 - [
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65 |- -
Mdh N1&N3| Nt | H1 | N1 I N1a|[N1a] N1 ] N1a | Nia
Esterasa A1, A2, "1 H1 J3 S1 |VFi} VF1 | V81 | VS81-Vi
A3

Sobre el mismo gel de policramida (10-15 % gradientes), las bandas Mdh son de color gris azulado
y las de estarasas son de color negro.
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4. MARCO REFERENCIAL

La presente investigacion se realizd en el periodo comprendido de octubre de 1993 a
marzo de 1996, en las instalaciones del laboratorio de nematologia y vivero de la finca Buena
Vista, San Sebastian, Retalhuleu; geograficamente localizado en los 14° 36' 50" Latitud Norte y
917 40' 30" Longitud Oeste, con una altitud de 440 metros sobre el nivel del mar. (27).

Las condiciones de vivero durante la realizacion del estudio fueron controladas a
temperatura entre 25° y 30° grados centigrados y una humedad relativa que oscild entre los
70% y 100%.

Las cinco poblaciones de Meloidogyne, fueron colectadas en tres diferentes zonas
cafetaleras del sur-occidente del pals, dos en la zona del Suroccidente, dos en la zona Sur y
una en la zona Norte.

4.1. REGION DEL SUROCCIDENTE.

Esta regién menciona Molina et al. (42), es fronteriza con México e incluye los
departamentos de San Marcos y Quetzaltenango. Actualmente es la principal regién
cafetalera del pais con una produccion de 1.187 millones de quintales oro (cosecha 93/94),
equivalente al 27% de fa produccién nacional, con 66,204 hectareas cultivadas con café
(25.3% del area total).

De acuerdo a De la Cruz (14), el clima prevaleciente es célido y semi-calido himedo sin
estaciones frias y secas bien definidas. La Hluvia es abundante y bien distribuida durante el
ano, teniendo precipitaciones de hasta 3000 mm. El rango de alturas varia entre 500 y 1600
metros sobre el nivel del mar y una temperatura media entre 18y 25°C.

Predominan los suelos francos profundos y fértiles, esta zona ha recibido muchos

depdsitos de ceniza volcanica y la mayoria de las fierras cultivadas estan situadas sobre esta

ceniza. Simmons et al. {54).
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4.2. REGION DE LA COSTA SUR.

De acuerdo a Molina et al. (42) comprende los departamentos de Retalhuleu,
suchitepequez y Escuintla situados sobre el litoral del Pacifico. Esta regién produce 0.69
millones de quintales oro (93/94), o sea 156.7% de la produccion nacional, en una superficie de
48,023 hectareas (18.3% del area).

Segtin De la Cruz {14), predomina el clima cdlido himedo sin estaciones frias y secas
bien definidas. La precipitacion pluvial oscila entre 1900 y 3200 mm anuales. Las alturas
varian entre 500 y 1500 metros sobre el nivel del mar, con una temperatura media entre 18 y
24°C.

Las faldas de los volcanes hacia el sur estan formadas de tava y ceniza volcanica,
materiales que proporcionan la base de los suelos volcanicos en los cuales se cultiva café.
Estos suelos estan desarrollados sobre material reciente a elevaciones medianas, son suelos
jovenes, profundos y fértiles, las pendientes al pie de los volcanes, son variadas y se ubican
alrededor del 30%. Simmons et al. (54).

4.3. REGION NORTE.

Esta es una zona geograficamente extensa localizada al norte del territorio nacional.
Comprende los departamentos de Huehuetenango, Quiché, Alta Verapaz, Baja Verapaz e
Izabal. Esta region produce 0.69 millones de quintales de café oro (83/94), o seaun 15.7 de la
produccién nacional, la superficie cultivada con café es de 39,884 hectareas (15.2% del érea
total). Molina et_al. (42).

En general sus condiciones ecolégicas son diferentes al resto de las regiones
cafetaleras, fundamentaimente por la influencia de la cuenca del Atiantico. Es una zona donde
predomina el bosque sub-tropical muy humedo. Las condiciones climaticas de gran parte de
esta region estan regidas por lluvias abundantes, distribuidas en casi todo el afo, la
precipitacion promedio anual oscila entre 1900 y 2300 mm. Ei ambiente es nuboso con pocas
horas luz al dia. Estas condiciones de lluvia y nubosidad, hacen que en el ambiente se
mantenga una humedad relativa muy alta que ilega a alcanzar porcentajes entre 80 y 90%.
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Las altitudes sobre el nivel del mar se sitGan entre 1200 y 1500 metros, con una temperatura
entre los 15 y 23 °C. Los suelos de esta regién son profundos y desarrollados sobre caliza, se
caracterizan por ser productivos. De la Cruz (14), Simmons et al (54).
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5. OBJETIVOS
General

- Realizar la caracterizacién patogenica y determinacién especifica de cinco poblaciones de
Meloidogyne spp. procedentes de las diferentes zonas cafetaleras de pais.

Especificos

- Determinar la posible existencia de diferencias de patogenicida entre las cinco poblaciones
de Meloidogyne estudiadas.

- Determinar la especie o especies de las cinco poblaciones de Meloidogyne estudiadas.

6. HIPOTESIS

- Existe variabilidad patogénica entre especies de Meloidogyne y entre poblaciones de la
misma especie (razas fisioibgicas).

~ Al menos existen dos especies de Meloidogyne entre las diferentes poblaciones
estudiadas.
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7. METODOLOGIA
7.1. OBTENCION DE INOCULO

La fase de obtencidn de indculo, consistid en colectar plantas infestadas con
Meloidogyne spp. de las principales zonas cafetaleras del pais. Las zonas de colecta se
definieron de acuerdo al archivo de diagndsticos de los laboratorios de nematologia de la
Asociacion Nacional de Café -ANACAFE- (ver figura 3), seleccionando las fincas mas

afectadas dentro de las zonas con reporte de dafios por este nematodo, siendo las siguientes:

-Finca Don Bosco, Sta. Cruz, Alta Verapaz.

-Finca La Providencia, Palin, Escuintla.

~-Finca Elvira, San Francisco Zapotitlan, Suchitepéquez.
-Finca L.os Manaques, Colomba Costa Cuca, Quetzaltenango.
-Finca Panorama, San Rafael Pie de la Cuesta, San Marcos.

l.os datos climaticos correspondientes a los municipios a los que pertenecen las fincas
seleccionadas se presentan en el cuadro 2.

CUADRO 2. DATOS CLIMATICOS PROMEDIO DEL ANO 1995, DE L.OS MUNICIPIOS
DE COLECTA DE LAS POBLACIONES ESTUDIADAS. ( INSIVUMEH).

Municipios temperatura |H. R.|precipitaciénitipo de| Namero
en Grados|en% en estacién | estacién
Centigrados milimetros
min. max. {dias)
Sta. Cruz 13° 21° 187% [2120.8 (234) A 1.1.8
Palin 21.2° 33.9° |71% [2659.3 (170) B 5.1.17
Sn. Fco. Zapotitian 17° 32.3° |84% |3654.3 (154) B 20.1.3
Colomba, Costacuca [4.9° 21.4° |78% |912.7 (135) B 13.14.1
Sn. Rafael, PiedelaC. [5.8° 19.9° [81% [|1295.4 (151) B 17.1.3

La verificacion de la presencia del patégeno se realizd en el laboratorio de nematologia,
observando las raices en estereoscopio.
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7.2. PREPARACION DE SUELO.

Para e! presente estudio se utilizé una mezcla suelo-arena de 1:1, la esterilizacion de
suelo se realizé en una pila de desinfeccion segun disefio Jaehn, A. y Revel, E. K. (29), con
bromuro de metilo. Previo al inicio de las diferentes fases del estudio se realizé el andlisis de

una muesira de suelo en el Laboratorio de suelos de la Asociacion Nacional del Café
ANACAFE vy se observa en el cuadro 3.

CUADRO 3. RESULTADOS DE ANALISIS QUIMICO DE MUESTRA DE SUELO
SEGUN EL LABORATORIO DE SUELOS DE ANACAFE.

pH ppm meq. microgramos.
F K Ca Mg Cu Fe Mn In
570 | 1928 0.38 8.21 103 | 2.8 1120 | 970 | 3.90

55.6.5| 1015 | 0.33-0.41 36 | 0.817| 125 | 10-20 | 5-20 24

Datos ultima finea correspondientes a rangos adecuados para cultivo de café segun Laboratorio de suelos de -ANACAFE-

7.3. INCREMENTO DEL INOCULO

Teniendo colectadas las poblaciones a estudiar, se procedié a incrementar el in6culo,
utilizando para el efecto plantas de tormate variedad "Roma". Las plantas de tomate se
colocaron en macetas de 2.5 Kilogramos de capacidad, llenadas con el sustrato suelo-arena
descrito anteriormente. Al mes de transplantadas fas plantas de tomate en las macetas en
mencién se procedid a su inoculacion. Para cada poblacién se tomaron 10 macetas y la
inoculacion se realizé con 10 masas de huevos de Meloidogyne por maceta. El patégeno se
dej6 en repraduccion por un periodo de 60 dias.

7.4. RECUPERACION Y CUANTIFICACION DEL INOCULO REPRODUCIDO.

Después de 60 dias de la reproduccion del patégeno en las plantas de tomate se
procedié a la recuperacion y cuantificacion de! indculo, para el efecto se procedio a sacar las
raices de las plantas de tomate. Para cada numero de raices obtenidas por poblacién se
realiz6 el siguiente procedimiento: Se lavaron las raices y se cortaron en fracciones de

s R
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aproximadamente un centimetro de largo, en seguida se colocaron en 250 ml. de agua y se
agitaron en licuadora por 40 segundos. La suspensién obtenida se pasé a través de los
tamices de 200 y 400 Mallas. Los huevos suspendidos pasaron a través del tamiz de 200
Mallas en el cual quedaron los residuos de raiz y fueron recuperados en el tamiz de 400
Mallas. A continuacion los huevos fueron lavados a una probeta de 1000 mi, en la cual se
ajusto el volumen. Para la cuantificacién se tomaron 3 alicuotas de 1 mi de cada probeta de
1000 ml., de la cual se obtuvo un promedio de huevos por volumen; conocido este dato se
realizé el calculo de volumen necesario para la inoculacion de las diferentes poblaciones sobre

las plantas de café para su caracterizacién patogénica.

7.5. INOCULACION DE LAS POBLACIONES DE Meloidogyne spp. EN LAS PLANTAS
DE Coffea  _arabica L. VAR. CATUAL

Para determinar posibles diferencias de patogenicidad dentro de las poblaciones de

Meloidogyne spp. colectados, se utilizaron plantas de Coffea arabica var. Catuai que es

reconocida como variedad susceptible. Las plantas de café en su estado de fosforito fueron
transplantadas a macetas de un kilogramo, las cuales contenian un sustrato tierra-arena en
relacion 1:1 previamente desinfectado como se describio anteriormente, en el momento del
transplante se realizo una fertilizacion en forma disuelta segtn recomendacion -ANACAFE-
con la formula 20-20-0 haciendo una dilusién de 30 g. del fertilizante por litro de agua y
aplicando 50 c.c. de fa solucién por maceta.

Las plantas se inocularon con las poblaciones cuando tenian un par de hojas verdaderas
bien desarrolladas con 2,000 huevos c/u, quedando el estudio de la siguiente manera:
-5 origenes
-25 repeticiones (una repeticion = una planta)

-1 testigo sin indculo

Los tratamientos y repeticiones se distribuyeron segin un disefio completamente al

azar.
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7.6. VARIABLES EVALUADAS.

Variables Cuantitativas: Variables Cualitativas:
- Altura (cms.) : - Vigor vegetativo
- Peso fresco partes aéreas (grs.) - Indice de dafio de raiz.

- Peso fresco de raices (grs).
- Niomero de agallas o masas de huevos.

- Poblacion final de nematodos en raices.

Las observaciones y lectura de variables se realiz6 90 dias después de la inoculacién de
las plantas. :

La cuantificacion de masas presentes se llevé a cabo mediante el uso de un
estereoscopio y la cuantificacion de las poblaciones de nematodos se realizé colocando las
raices en una solucién de NaOCI al 1% para continuar con el proceso de extraccion de
manera similar a la metodologia de recuperacion de inéculo en plantas de tomate. |

Para el estudio de la variable cualitativa vigor vegetativo de plantas, se modifico la
escala de vigor vegetativo utilizada por Carvalho y Ménaco (9) en trabajos de fitomejoramiento

del cafeto.
0 = planta muerta.
1= planta viva sin desarrollo, deficiente y clordtica.
2 = planta vi\)a con muy poco desarrollo, deﬁcienfé y clorética
3 = planta viva, desarrollada con deficiencias y clorética.
4 = planta viva, desarrollada, sin deficiencias ni clorosis.

5 = planta bien desarrollada, sin deficiencias, sin clorosis.
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Para indice de Dafio de raices se desaroll6 la escala siguiente:
0= Raiz sana, sin masas de huevos exteriores y/o agallas.
1= Raiz Iimbia sin necrosis, presencia de masas y/o agalias.
2= Raiz con necrosis ( 25 % ), presencia de masas y/o agalias.
3= Raiz con necrosis (25 - 50%), presencia de masas y/o agallas.
4= Pivotante corchosa y necrosada (50 - 75% )}, pocas raices secundarias.
5= Pivotante necrosada (75 - 100%), ausencia de raices secundarias. -

Tomando en cuenta estos valores se realizé la toma de datos para ambas variables.

7.7. ANALISIS DE LAS VARIABLES CUANTITATIVAS.

Para el andlisis de la variable cuantitativa altura se realizé una covarianza con ef fin de
eliminar el efecto de la variable attura inicial sobre altura final y poder tener una mayor
precision, mientras que para las otras variables cuantitativas se realizé un andlisis de
varianza. Tanto para el andlisis de covarianza como para los andlisis de varianza se utilizé el

programa estadistico STATITCF y Newman & Keuls para la separacion de medias.
Modelo Estadistico del Analisis de Covarianza.

Y=y +ai+ B(X;- ) + g
Donde:
Yj = Valor de observacion para el tratamiento i en la repeticion j de la variable .
X;= Valor de observacién para el tratamiento i en Ia repeticion j de la covariable X,
py = media general de la variable y.
1« = media general de la covariable x.
B = Coeficiente de Regresién.
g; = Efecto del tratamiento i.
€ = error experimental. -
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Modelo Estadistico del Anélisis de Varianza.

Xj= p+aite
Donde:
X; = Valor de observacion para el tratamiento i en la repeticion j.
p = Media general.
a; = Efecto del tratamiento i.

e; = error experimental.

7.8. ANALISIS DE LAS VARIABLES CUALITATIVAS.

Tomando en cuerta los valores establecidos en las escalas para vigor vegetativo e
indice de dafio de raiz se realizd la toma de datos para ambas variables, su posterior
transformacién a rangos y el andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis. La significancia entre
tratamientos se calculé mediante la férmula propuesta por el programa STATITCF; la prueba

de Mann & Whitney:
Isi-sv]>Zaw
o = | N@e (1+ DY
12 Ny Ny
Donde:

S = rango medio _
Z = valor encontrado segin tabla de distribucién normal al nivel
de significancia utilizado.
N = Namero total de observaciones.
n = namero de repeticiones por tratamiento.
,;, Rontys BMI f.; UMIIUAD UF SAH Caygg gy e

[ fl_()lccﬂ U‘:ﬂlr-‘
1
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7.9. METODOS PARA LA DETERMINACION DE ESPECIES.
7.9.1. ESTUDIO MEDIANTE LA MORFOL.OGIA PERINEAL DE HEMBRAS.

De ias raices de las plantas de tomate utilizadas en el incremento del inéculo, se
tomaron algunas pares con agallas, de las cuales con ayuda de un estereoscopio se
extrajeron algunas hembras, estas se sumergieron en lactofenol purc. Una parte se montd en
porta objetos concavos con lactofenol puro selldndolos y las otras hembras fueron montadas
en porta objetos plastico y su parte anterior se corto con una hoja de afeitar, estas porciones
se montaron luego en lactofenol puro en porta objetos de vidrio cubiertas con cubre objetos y
selladas; la parte posterior del cuerpo fue sumergida en 4cido lactico al 45%, los tejidos
internos fueron removidos y la regidn perineal se cortd y monté en porta objetos de vidrio en
lactofenol puro y se sellaron. Los montajes se enviaron al Laboratorio de nematologia del
CIRAD-FLHOR en Francia para su determinacion especifica. |

7.9.2. ANALISIS DE ISOESTERASAS.

De raices de tomate infestadas se extrajeron masas de huevos de cada poblacion en
estudio. Las masas se colocaron en pequefias bolsas de nylon conteniendo arena volcanica y
una solucién de 0.3 M. de NaCl, para evitar la eclosién de los huevos. Este material se envi6 al
Laboratorio de nematologia del CIRAD-FLHOR, Francia para su determinacion por
electroforésis.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. VARIABLES VEGETATIVAS.

8.1.1. ALTURA DE PLANTAS.

El andlisis de covarianza y prueba de medias para la vanable altura final se observa
en los cuadros 4, 5y 6.

CUADRO 4. CALCULOS PREVIOS AL ANALISIS DE COVARIANZA DE LA VARIABLE

ALTURA DE PLANTAS.
Fuente de GL SC SP SC
Variacion Alt final Altf* Alti Alti
Factor 5 282 -38.3101 1.79
Residuo 144 936.47 417.1236 189.51
Total 149 1218.47 378.8135 191.3

Para Altura final  Fops = 8.67 > Fiapia = 2.30

Para Altura inicial Fops = 0.27 < Fiapa = 2.30

Existe significancia

No existe significancia

Como se puede observar no existe diferencia significativa entre tratamientos para la
variable altura inicial, lo gue demuestra ia homogeneidad de las piantas en las que se realizd la

inoculacién y respalda la disposicién de haber utilizado un disefio completamente al azar.

CUADRO 5. ANALISIS DE COVARIANZA PARA LA VARIABLE ALTURA DE PLANTAS.

Fuente de GL SC Fous

Variacion Ajustadas

Factor 5 350.0253

Residuo 143 750.6743 13.34*
Total 148 1100.6996
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CUADRO 6. PRUEBA DE COMPARACION DE MEDIAS DE NEWMAN & KEULS
AL 5% PARA LA VARIABLE ALTURA DE PLANTAS (cm).

POBLACIONES Medias Medias Medias Grupos
Finales iniciales | ajustadas | Homogeneos
cm cm cm

Elvira 9.35 5.73 9.36 B

Don Bosco 9.20 5.72 9.23 B

Panorama 8.60 5.58 8.94 B

Manaques 9.22 5.68 9.34 B

Providencia 8.54 5.76 8.48 B

Testigo 12.56 5.74 12.10 A
Media general altura inicial: 5.73 Media ajustada general : 9.58
Media general altura final: 9.58 b=220

De acuerdo al andlisis de covarianza y prueba de medias, se observa que después de
90 dias de evaluacion ya existe diferencia significativa en esta variable con respecto al testigo.

Morera (44), evalué en un periodo de 90 dias, tres poblaciones de Meloidogyne exigua
Goeldi, sobre plantas de Coffea arabica L. de la variedad catuai, inoculando 15,000 huevos
mas larvas J2. En ese periodo las plantas inoculadas no manifestaron diferencias
- significativas en relacidn al testigo sobre ia variable altura, argumentando que los sintomas
referentes a reduccién de altura de las plantas se va evidenciando después de 3 meses y
recomienda la évaiuacién de las variables de crecimiento después de 6 meses. Los dafios
sobre esta variable que se aprecian en e! presente estudio permiten notar el alto grado de
patogenicidad de las poblaciones estudiadas, lo que indica que un periodo mayor al estudiado,
no permitiria evaluar esta variable debido a una muerte prematura de las plantas.

En la figura 4, se puede apreciar la similitud de los datos de altura entre poblaciones
las cuales no muestran diferencia estadistica significativa entre ellas y se puede observar la
diferencia significativa que presenta el testigo, !a cual se encuentra con un promedio de 25 %
de mayor altura.
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FIGURA 4. COMPARACION ENTRE LA ALTURA FINAL DE LAS PLANTAS
INOCULADAS CON LAS POBLACIONES Y EL TESTIGO.

ALTURA DE PLANTAS
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POB 1=ELVIRA, POB 2=DON BOSCO, POB 3=PANORAMA, POB 4=MANAQUES, POB §=PROVIDENCIA.

8.1.2. PESO DE RAIZ DE LAS PLANTAS.

El peso de raiz de las plantas, se tomé en base a peso fresco en gramos y sé puede
apreciar en el analisis de varianza y prueba de medias que se muestran en los cuadros 7y 8.

CUADRO 7. ANALISIS DE VARIANZA DE LA VARIABLE PESO DE RAIZ.

Fuente de GL SC CM Fobs prob. cv
Variacion
Factor 5 9.32 1.86
Residuo 144 16.08 0.11 16.69 ™ 0.00 31.6%
Total 149 25.40 0.17

Analisis de varianza mediante la transformacion de datos a logaritmo mas uno.




32

CUADRO 8. PRUEBA DE MEDIAS DE NEWMAN & KEULS AL 5 % PARA LA
VARIABLE PESO DE RAIZ DE LAS PLANTAS {(gr).

POBLACIONES | Medias (gr) | Medias Desv. Grupos
(log) estandar Homogeneos
Eivira 1.70 0.93 1.59 B
Don Bosco 1.82 0.99 9.23 B
Panorama 1.59 0.92 8.94 B
Manaques 1.95 0.99 9.34 B
Providencia 1.55 0.90 8.48 B
Testigo 12.56 1.60 12.10 A

Prueba de medias mediante l1a transformacion de datos a logaritmo més uno.

No se observa diferencia significativa entre poblaciones, pero si con respecto al testigo,
el cual muestra un promedio del 58% de mayor peso de raiz en relacion a los otras
poblaciones en estudio. Wallace (61) menciona que si una densidad de nematodos es baja,
su efecto puede ser superado por la capacidad compensatoria del sistema radical, ya sea
mediante la produccién de raices nuevas o mediante la existencia de un exceso de raices de
las plantas. Sin duda, bajo las condiciones de desarrollo del indculo empieado de 2000
huevos por unidad experimental, se super6 el nivel compensatorio radicular de las plantas
expresando los resultados obtenidos para la variable peso de raiz, evidenciando un alto grado
de patogenicidad de las poblaciones estudiadas.

8.1.3. PESO FOLIAR DE PLLANTAS.

Al igual que el peso de raiz, esta variable se tomé en base a peso fresco en gramos y
se puede observar en el cuadro 9 Y 10, donde se muestra el analisis de varianzay prueba de
medias. -

CUADRO 9. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA VARIABLE PESO FOLIAR,

Fuente de GL SC CM Fobs prob. Ccv
Variacion
Factor 5 1714 3.43
Residuo 144 32.35 0.22 15.26™ 0.00 30.5%
Total 149 49.49 0.33

Analisis de varianza mediante la transformacién de datos a logaritmo mas uno.
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CUADRO 10. PRUEBA DE MEDIAS DE NEWMAN & KEULS AL 5 % PARA LA
VARIABLE PESO FOLIAR DE LAS PLANTAS (gr).

POBLACIONES | Medias (gr) | Medias Desv. Grupos

(log) estandar Homogeneos
|Elvira 3.91 1.43 0.59 B
Don Bosco 3.67 1.45 0.47 B
Panorama 3.11 1.29 - 0.49 B
Manaques 4.02 1.45 0.58 B
Providencia 3.41 1.39 0.41 B
Testigo 9.15 2.30 0.20 A

Prueba de medias mediante la transformaci6n de datos a logatitmo mas uno.

El andlisis de varianza y prueba de medias mueétra una diferencia significativa entre e!
testigo y las poblaciones evaluadas, donde se aprecia al testigo con un promedio de 58 % de
mayor peso foliar en relacion a las poblaciones. Asimismo, no se observa diferencia
significativa entre las 5 poblaciones estudiadas, lo que indica un mismo nivel de dafio de las
poblaciones sobre esta variable. Seischhort citado por Wallace (61), explica que el peso aéreo

de una planta permanece constante hasta que se alcanza un nivel critico de densidad de

nematodos en las raices, superado este nivel se inicia el deterioro aéreo de las plantas
manifestando perdida de peso foliar como el que expresan los resultados obtenidos.

FIGURA 5. COMPARACION DE PESO DE RAIZ, PESO FOLIAR Y PESO TOTAL DE
PLANTAS DE ACUERDO A LAS POBLACIONES INOCULADAS.
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En la figura 5, se puede cbservar el comportamiento de los pesos frescos de raiz, peso
foliar y el peso fresco total entre las cinco poblaciones estudiadas y el testigo. Aunque para
estas variables no existe diferencia estadistica significativa entre poblaciones, en la figura se
puede apreciar como las Poblaciones correspondientes a Panorama y Providencia muestran
en forma aritmética, menos pesos frescos con respecto a las poblaciones Elvira, Don Bosco

y Manaques. Esto podria deberse a un mayor dafio en las raices por parte de las poblaciones
Panorama y Providencia.

En forma general, de acuerdo a los resuitados de las variables vegetativas estudiadas
se puede definir un alto grado de patogenicidad de las cinco poblaciones evaluadas sobre las
plantas de café, las cuales ocasionaron en 90 dias una fuerte pérdida del sistema radicular
que indujo una importante disminucién de peso aéreo y de altura frente a Iés plantas testigo.

8.2. VARIABLES CUALITATIVAS DE DANO A LAS PLANTAS.
8.2.1. VIGOR VEGETATIVO DE PLANTAS.
De acuerdo a los datos de la escala empleada se procedi6 al andlisis no parameético

que se muestra en el cuadro 11.

CUADRO 11. ANALISIS NO PARAMETRICO DE KRUKAL-WALLIS Y
PRUEBA DE RANGOS DE MANN & WHITNEY AL 5%
PARA LA VARIABLE VIGOR VEGETATIVO DE PLANTAS.

Medias Suma de Grupos
POBLACIONES Rangos | Homogeneos
Elvira 2.88 1863 B
Pon Bosco 2.72 1697 B
Panorama 212 1150 B
Manaques 2.76 1736 B
Providencia 2.64 1620 B
Testigo 4.48 3262 A
H=54.34 PROBABILIDAD : 0.00

El analisis y prueba de rangos realizado expresa un efecto significativo entre
tratamientos, mostrando un vigor vegetativo similar entre las plantas inoculadas con las
diferentes poblaciones, pero significativamente menor a las del testigo sin inGculo. Aunque la
prueba de rangos no expresa significancia entre poblaciones, se puede apreciar en la
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poblacion panorama una media aritmeticamente inferior al que muestran las otras 4
poblaciones, lo cual expresa un mayor dafio de las plantas inoculadas con esta poblacion, en

las cuales se observé plantas severamente dafiadas con deficiencias y clordsis.

8.2.2. INDICE DE DANO DE RAICES.

Al igual que para la variable vigor vegetativo, el analisis no paramétrico para la variable
indice de dafio se realizd de acuerdo a los valores de la escala definida y se muestra en el
cuadro 12.

CUADRO 12. ANALISIS NO PARAMETRICO DE KRUKAL-WALLIS Y
PRUEBA DE RANGOS DE MANN & WHITNEY AL 5%
PARA LA VARIABLE INDICE DE DANO DE RAICES.

POBLACIONES | Medias Suma de Grupos
Rangos | Homogeneos

Elvira 2.80 2060 B

Don Bosco 3.00 2228 B
Panorama 3.32 2469 B
Manaques 2.76 2076 B
Providencia 2.92 2167 B
Testigo 0.00 325 A

H = 54.34 PROBABILIDAD : 0.00

Se puede definir de acuerdo al analisis y prueba de rangos realizado, un indice de dafo
sin diferencia significativa entre las poblaciones utilizadas y una diferencia significativa con
respecto al testigo, el cual mantuvo sus raices sanas. Los dafios ocasionados por las
pobiaciones es bastante intenso y homogéneo, observandose en las raices de plantas
inoculadas, escaso agallamiento, presencia de masas exteriores, necrosamiento y corchosis

de la raiz pivotante.

En la figura 6, se puede apreciar la forma como las plantas inoculadas van
compensando el vigor vegetativo de acuerdo al indice de dafio que van presentando las
raices en las poblaciones Elvira, Don Bosco, Manaques y Providencia, a excepcion de la
poblacién Panorama que aunque no mostrd diferencia estadistica significativa, si muestra en

forma aritmética un mayor indice de dafic en la raiz, lo cual determina un menor vigor
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vegetativo que rompe el equilibrio vigor/indice de dafio de raiz y sugiere una muerte mas
prematura de las plantas inoculadas con esta poblacion, en relacién a las inoculadas con las
otras poblaciones.

FIGURA 6. COMPARACION ENTRE EL VIGOR VEGETATIVO E INDICE DE DANO DE
RAICES DE LAS PLANTAS INOCULAS CON LAS POBLACIONES Y EL
TESTIGO.

VIGOR VEGETATIVO E INDICE DE DANO DE RAIZ

# VIGOR VEG.
0 DARO RALZ

POB 1 POB 2 FOB 3 POB 4 POB S5 TEST
TRATAMIENTO

POB 1=ELVIRA, POB 2=DON BOSCO, POB 3=PANORAMA, POE 4=MANAQUES, POB 5=PROVIDENCIA.

En general los resultados de las variables cualitativas de vigor e indice de dario de raiz
nuevamente hacen notar el nivel de dafio ocasionado por las poblaciones, donde se observan
niveles de necrosamiento y destruccion de raices bastante altos y como consecuencia el
detrimento del drea foliar de las plantas.

8.3. VARIABLES DE REPRODUCCION DEL INOCULO EN LAS PLANTAS.
8.3.1. REPRODUCCION DEL NEMATODO Y NUMERO DE MASAS DE HUEVOS.

El andlisis de varianza y prueba de medias para el nimero de masas por gramo de raiz
se observan en los cuadros 13y 14.
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CUADRO 13. ANALISIS DE VARIANZA DE NUMERO DE MASAS/GRAMO DE RAIZ.

Fuente de GL SC CcM Fobs prob. cv
Variacion
Factor 4 4.86 1.22 '
Residuo 120 117.73 .98 1.24NS | 0.2977 31.2%
Total 124 122.79 0.99

Anélisis de varianza mediante Ia transformacién de datos a logaritmo.

CUADRO 14. PRESENTACION DE MEDIAS DEL. NUMERO DE MASAS POR
GRAMO DE RAIZ.

POBLACIONES | Medias | Medias (log) Desv.
estandar

Elvira 35.16 3.30 0.96

Don Bosco 27.35 3.08 0.85
Panorama 29.21 2.82 1.41
Manaques 32.52 3.34 0.62
Providencia 34.26 3.31 0.93
MEDIA GENERAL. : 31.70 No significativo

Como se observa, no existe diferencia significativa entre el nimero de masas presentes
entre poblaciones. Méndez citado por Morera (44), menciona que el namero de agallas o
masas no siempre tienen relacion, por lo que se recomienda evaluarias por separado y solo se
toman como referencia para determinar el grado de patogenicidad ocasionado.

La cuantificacion final de nematodos se obtuvo de las exiracciones de raices y se
expresa como nimero de huevos vy larvas J2 presentes por gramo de raiz. El andlisis de

varianza y prueba de medias se pueden observar en los cuadros 15y 16.

CUADRO 15. ANALISIS DE VARIANZA DE LA CUANTIFICACION FINAL DE

NEMATODOS/GRAMO DE RAIZ.
Fuente de GL SC CM Fobs prob. cv
Variacion
Factor 4 4.86 8.28
Residuo 120 117.73 4.64 1.81NS | 0.1307 | 26.6%
Total 124 122.79 4.76

Analisis de varianza mediante la transformacion de datos a logaritmo.
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CUADRO 16. PRESENTACION DE MEDIAS DELNUMERO DE HUEVOS Y LARVAS

J2 POR GRAMO/RAIZ.
POBLACIONES | Medias | Medias (log) Desv.
estandar

Elvira 5823.83 8.37 0.98

Don Bosco 7382.68 8.34 1.90
Panorama 5455.25 7.08 3.28
Manaques 6722.28 8.28 1.89
Providencia 9570.89 8.47 2.07
MEDIA GENERAL. ; 6990.99 No significativo

No se observa diferencia significativa entre el nimero final de huevos mas larvas J2 por
gramo de raiz. Se puede definir mediante el analisis realizado y la prueba de medias para
ambas variables, un comportamiento similar de 1as poblaciones en cuanto a su reproduccion y
nimero de masas de huevos presentes en las plantas, lo cual es reflejado por las variables

vegetativas anteriormente evaluadas.

FIGURA 7. COMPARACION ENTRE EL. NUMERO MASAS DE HUEVOS Y NUMERO
FINAL DE NEMATODOS POR GRAMO DE RAIZ.

REPRODUCCION DE POBLACIONES

® masas/gramp
nerratodos/gramo

Log. de medias
S v B W e~ DD

FOB 2 POB3 POB 4 POB 5
TRATAMIENTOS

POB 1=ELVIRA, POB 2=DON BOSCO, POB 3=PANCRAMA, POB 4=MANAQUES, POB 5=PROVIDENCIA.

Enlafigura 7, se puede observar la comparacion entre el nimerc de masas de huevos y
nimero de nematodos por gramo de raiz, nuevamente se aprecia que aunque no hay

diferencia estadistica significativa entre estas variables, existe en la poblacién Panorama, un
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menor nimero de masas y un menor nimero de nematodos en relacién a las poblaciones

Elvira, Don Bosco, Managues y Providencia. Esta diferencia podria explicarse por los
mayores indices de dafio en raices que esta poblacion muestra frente a las otras poblaciones
(ver figura 6). Una mayor capacidad patogénica de esta poblacion, provocaria dafios mas
importantes en la raiz y al momento de las extracciones se tendrian poblaciones ya declinando

por la falta de soporte alimenticio.

8.4. DETERMINACION ESPECIFICA DE LAS POBLACIONES.

8.4.1. CARACTERIZACION TAXONOMICA DE LAS POBLACIONES MEDIANTE EL
ANALISIS ELECTROFORETICO DE ISOENZIMAS.

Las masas de huevos aisladas de las raices de tomate fueron enviadas a la unidad de
nematologia CIRAD-ORSTOM de Montpeliier, Francia, donde fueron caracterizadas de
acuerdo al perfil electroforético de enzimas segin metodo de Esbenshade y Tryantaphyllou
(1985) mediante el perfil Esterasico (EST) caracterizacion que ha sido empleado en la
determinacion de 25 poblaciones de Meloidogyne spp., el perfil malato deshidrogenasa (MDH)
en 6 poblaciones y los perfiles superoxido dismutasa (SOD) y Glutamato oxaloacetato
transmutasa (GOT), con los cuales se inician estudios y con los cuales se espera una

caracterizacién mas precisa. (Ver cuadro 17).

CUADRO 17. PERFIL ELECTROFORETICO DE ENZIMAS PARA LAS DIFERENTES

POBLACIONES.

TRATAMIENTO | FINCA EST MDH | SOD | GOT ESPECIE
POB 1 Elviras F1 N1 12 N1 M. Sp.
POB 2 Don Bosco | VS1-S1 Nia | Guat{ N1 | M. mayaguensis
POB 3 Panorama F1 N1 {2 N1 M. sp.
POB 4 Manaques F1 N1a 7?7 | N1 M. Sp.
POB 5 Providencia F1 N1 N2 N1 M. Sp.

El analisis enzimatico esterasico EST ha sido uno de los perfiles méas utilizados, por lo
que se tiene mayor informacién de los fenotipos mostrados por diferentes especies
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detenninadas. Sin embargo, el patrén electroforético “F1” que muestran las poblaciones
Elvira, Péhbrama, Manaques y Providencia, que corresponde al aparecimiento de una sola
banda de migracion rapida (F=fast) (1= una banda), que no se reporta en ninguna especie de
Meloidogyne spp. determinada, lo cual significa que podria tratarse de una nueva o nuevas
especies del género Meloidogyne. Al revisar diferentes estudios de determinacién de especies
por medio de este andlisis se pudo encontrar que JANATI et al (30) sefial6 e! fenotipo F1 en
algunas poblaciones no determinadas de café originarias de Brasil, Perd y Surinam. la
poblacién Don Bosco en el anslisis esterasico EST definié un perfil VS1-S1 gue corresponde a
una banda de migracién lenta {(S=slow) (1= una banda) y una banda de migracion muy lenta
(VS= very slow) (1=una banda), este fenotipo comesponde a Meloidogyne mayaguensis
Rammah & Hirshmann, especie de nematodos reportada en Hortalizas en Puerto Rico y en
plantaciones de café en Cuba por Decker et al. (17). En Guatemala esta especie no habia
sido reportada hasta la fecha.

Los analisis realizados con Malato Deshidrogenasa (MDH) nos sefialan fenotipos N1
correspondientes a la migracién de una banda no especifica en las poblaciones Elvira,
Panorama y Providencia y un fenotipo N1a correspondiente a dos bandas no especificas para
las poblaciones Don Bosco y Manaques. Este andlisis al igual que los analisis con Superoxido
dismutasa (SOD) y de Glutamato oxaloacetato fransmutasa (GOT), son de muy reciente
aplicacién y son de muy dificil interpretacién en la determinacién especifica, pero en
asociaciones pueden llevar a una determinacién mas precisa, sefialando incluso la existencia
de razas dentro de una misma especie. Sin embargo, debido a la poca informacion que se
tiene de los fenotipos presentados por las poblaciones estudiadas, en nuestro caso sclo nos
hace suponer diferencia entre poblaciones.

8.4.2. CARACTERIZACION TAXONOMICA MEDIANTE MORFOLOGIA PERINEAL DE
HEMBRAS.
Del envio de montajes a Ia unidad de nematologia del CIRAD-ORSTOM, Montpeliier,
Francia, se confimd que el origen de Finca Don Bosco presenta un patrén perineal
correspondiente a Meloidogyne mavaguensis Rammah & Hirshmann, mientras que las otras

cuatro poblaciones revelaron facetas similares a las de Meloidogyne incognita (Kofold &
White) Chitwood, pero con ciertas variantes.
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El patrdon 0 modelo perineal fue durante mucho fiempo una de ias caracterisﬁcas
morfoldgicas mas utilizada para las determinaciones especificas de Meloidogyne. Sin
embargo, existe una aita variabilidad de la misma, aun al interior de la descendencia de una
sola hembra, lo cual limita el interés de este criterio utilizado aisladamente, y que haria poco
precisa la identificacion a nivel de especie.

Desde los sefialamientos por Shieber (55), se tenia la idea generalizada que las
especies de Meloidogyne predominantes en el cultivo del café en Guatemaia' eran
Meloidogyne incognita (Kofold & White) Chitwood y Meloidoayne exigua Goeldi. El presente
estudio evidencia la existencia de ofras dos especies fitopatégenas en el cultivo de café. Sera
necesario investigar que tan amplia es la distribucién de estas nuevas especies y a la vez que
tan precisas fueron las determinaciones especificas anteriores, ahora que se cuenta con
nuevas hemamientas en la realizacién de estas determinaciones, como lo son el analisis
electroforético y el estudio de ADN, las cuales permiten una determinacion mas confiable de

las poblaciones de nematodos.
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9. CONCLUSIONES

El estudio mostré gue las cinco poblaciones de Meloidogyne spp. evaluadas, presentan un
elevado y similar grado de patogenicidad sobre cafetos jovenes de la variedad catuai de
Coffea arabica L. La estrecha base genética que tienen las variedades comerciales de C.

arabica L., permite suponer que la patogenicidad observada seria igualmente alta en
cualquier otra variedad de esta especie de café.

El analisis de las variables cuantitativas y cualitativas en las raices y parte aérea de las
plantas, no permiten en general, definir diferencias estadisticamente significativas de
patogenicidad entre poblaciones. Sin embargo, las plantas inoculadas con la poblacion
Panorama, presentan en las variables cualitativas de dafio y en las variables de
reproduccién diferencias aritméticas que sugieren un grado de patogenicidad mas elevado
en relacion a las otras 4 poblaciones.

La caracterizacién bioquimica realizada mediante el perfil esterasico (EST) nos revela ia
existencia de dos diferentes grupos, Don Bosco determinada como Meloidogyne
mayaguensis Rammah & Hirschmann y un segundo grupo integrade por Elvira,
Panorama, manaques y Providencia determinada como una nueva o nuevas especies de
Meloidogyne.

Los andlisis enzimaticos mediante el uso de los perfiles Malato deshidrogenasa (MDH),
superoxido dismutasa (SOD) y Glutamato oxaloacetato transmutasa (GOT) nos revelan la
posible existencia de subespecies o razas, guardando cierta reserva sobre este
sefialamiento, debido a que las técnicas de esta caracterizacién bioquimica son de

reciente utilizacion.
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10. RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios de caracterizacién patogénica con diferentes niveles de in6culo y

diferentes periodos de evaluacion.

2. Ampliar el estudio de caracterizacidn patogenica a otras poblaciones de Meloidogyne

spp. presentes en las zonas cafetaleras.

3. En cooperacion con otros laboratorios de investigacidn, desarrollar estudios dela
diversidad bioquimica y molecular en Meloidogyne spp. para asociar esta informacién con

los estudios de patogenicidad.

4. Realizar estudios de las interacciones entre poblaciones de Meloidogyne spp. y hongos del

suelo para evaluar las posibilidades de sinergismo entre ambos organismos.

5. A nivel de técnicos y productores, divulgar los resuitados que muestran los altos niveles de

patogenicidad de las poblaciones de Meloidogyne spp. encontradas sobre las plantas de
café, para limitar su expansion via vivero contaminado, herramientas u otros medios.
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12.1. Principio de la Electroforésis de Proteinas.

La electroforésis consiste en la separacién de moléculas proteicas que tienen un caracter
anfétero bajo la accién de un campo eléctrico. Bajo Ia influencia de! mismo, las moléculas de
proteinas que son ionizadas por efecto del pH de la solucién donde se encuentran, adquieren
una carga eléctrica, la que provoca su desplazamiento hacia el anodo o el cétodo, este
desplazamiento es la "movilidad electroforética".

Al aplicar la electroforésis en liquidos biolégicos para la deteccién de isoenzimas se
utifizan soportes inertes, en este caso la gel de poliacrilamida. Es esta gel las proteinas migran
al interior de un conjunto de poros de manera que las moléculas son separadas basicamente
en funcién de su carga eléctrica.

El dispositivo esta constituido de : - un soporte que es la gel de poliacrilamida donde se
insertan los extractos proteicos de hembras de Meloidogyne, - una solucién tampén donde
estan sumergidos los electrodos, y - un generador "Pharmacia”.

La realizacion de la electroforésis comprende las siguientes etapas: - preparacion de
extractos proteicos, - preparacion de gel de poliacrilamida, - "electroforésis” propiamente dicha,
- revelacién de la enzima esterasa B.

12.2. Preparaci6n de los extractos proteicos.

Los extractos se forman a partir de un "machacado” de hembras de Meloidogyne. Las
hembras se separan cuidadosamente de las raices infestadas y son depositadas
individualmente en tubos microhematocritos, ellas se "machacan” en un tampén de extraccion
{sacarosa 20%, nondet P* o triton 1 %.). Los extractos directamente utilizables se refrigeran a
4°C hasta su utilizacion.

12.3. Preparacion de las geles de poliacrilamida.

Las geles son preparadas a una concentracién constante (7%) de acrilamida y
biscrilamida. Estas se componen de una parte superior denominada "gel de concentracion”, en
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la cual se insertan los extractos proteicos, y de una segunda parte denominada "gel de

separacion” donde se realizara la migracion electroforética.

12.4. Electroforésis propiamente dicha.

Al gel se le hacen 10 ventanas verticales con el auxilio de un "peine” cuyos dientes se
humedecen en una solucién de azul de bromofenol, éste por su movilidad electroforética
propia, constituye el indicador del frente de migracién cuando el gel se encuentra bajo tension.
Cada extracto es colocado con una microjeringa en las ventanas. En la primera se pone el
extracto de cinco hembras de Meloidogyne javanica que es utilizado como marcador "testigo”.

Después de la migracién se revelan las esterasas sumergiendo los gel en la solucion
siguiente : tampon fosfato de sodio 0.05 M, pH 7.2 (50 mi), "fast blue” RR (30 mg), naftil y
acetato (40 mg disueltos en 12 ml de acetona). Esto permite preparar 4 gel de 0.4 mm de
espesor.

La reaccion enzimatica es acompafiada de una reaccién de color, en tal sentido Ia
solucion revelado contiene por una parte los substratos y coenzimas que permiten funcionar a
la enzima y obtener un producto, por ofra lleva los reactivos que en presencia de este producto
conducen a la formacién de un compuesto insoluble de color, el formazan; después de 30
minutos aparecen las bandas esterasicas. Enseguida se fijan los revelados en una solucién de
acido acético al 7% para conservar los geles emplasticados.
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