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ABSTRACT

E. A. Chavarro-Carrero, G. Valdovinos-Ponce, O. Goémez-Rodriguez, C. Nava-Diaz, V. H. Aguilar-Rincon,
and E. Valadez-Moctezuma. 2017. Response of the Huacle chili pepper line 35-3 (Capsicum annuum) to two
populations of Nacobbus aberrans. Nematropica 47:74-85.

Nacobbus aberrans is one of the ten most important plant-pathogenic nematodes with economic impact
worldwide. Nematicide application is the principal management option to manage this pathogen. However,
the reliance on nematicides has hampered other management practices and increased production costs and
risks of environmental contamination; therefore, research characterization and validation of plant materials
that are toxic to this nematode constitute a line of research aimed to contribute to the establishment of a
viable management strategy. The main objectives of this research were to characterize the response of the
Huacle chili pepper line 35-3 (H35-3) to two populations of N. aberrans (T85 or CM), and to determine
level of resistance to this nematode. H35-3, Criollo de Morelos 334 (CM334), and California Wonder (CW)
seedlings were transplanted into plastic bags with soil previously infested with 2,000 second-stage juveniles
of N. aberrans. Nematodes established themselves in roots, but their development and reproduction were
significantly affected by the host genotype (LSD p = <0.0001). Gall percentage and number of egg masses
were significantly lower in H35-3 than in CW. Furthermore, the higher number of eggs of T85 and CM
resulted in reproduction indices of 8.8 and 9.2, respectively, ranking this cultivar as resistant to these
populations. Yield was significantly reduced in H35-3, CM334, and CW when they were challenged with
the nematode; however, the overall yield response was lower in H35-3. These results allow us to consider
H35-3 as a potential resistance source into a breeding program for genetic improvement.

Key words: false root-knot nematode, genetic improvement, plant nematode resistance, Solanaceae, tolerance.

RESUMEN

E. A. Chavarro-Carrero, G. Valdovinos-Ponce, O. Gomez-Rodriguez, C. Nava-Diaz, V. H. Aguilar-Rincén, y E.
Valadez- Moctezuma. 2017. Respuesta de la linea 35-3 de chile tipo huacle (Capsicum annuum) a dos poblaciones
de Nacobbus aberrans. Nematropica 47:74-85.

A nivel mundial, Nacobbus aberrans se encuentra dentro de las 10 especies de nematodos fitopatdgenos
de mayor importancia e impacto econémico. La aplicacion de nematicidas es la principal opcion para su
control; sin embargo, esta medida no ha sido eficiente, ha incrementado los costos de produccion y el riesgo
de contaminacion ambiental, por lo que la busqueda y caracterizacion de materiales resistentes o tolerantes
a este nematodo constituyen una linea de investigacion para contribuir en el establecimiento de medidas de
manejo y control. Los objetivos de esta investigacion fueron caracterizar la respuesta de la linea 35-3 de chile
tipo huacle (H35-3) a dos poblaciones de N. aberrans (T85 o CM) y determinar su nivel de resistencia contra
este nematodo. Plantas de las lineas H35-3, Criollo de Morelos 334 (CM334), y California Wonder (CW) se
trasplantaron a sustrato previamente infestado con juveniles del segundo estadio (J2) de las poblaciones T85 o
CM de N. aberrans. Los nematodos de las dos poblaciones penetraron y se establecieron en la raices de todas las
plantas, pero su desarrollo y reproduccion se afectaron significativamente en funcion del genotipo del hospedante
(DMS p =<0.0001). El porcentaje de agallamiento y el niimero de masas de huevos fueron significativamente



Respuesta de chile tipo huacle 35-3 a Nacobbus aberrans: Chavarro-Carrero et al.

75

menores en la linea H35-3. Ademas, el bajo numero de huevos producidos por T85 y CM dio lugar a indices
de reproduccion de 8.8 y 9.2, respectivamente, ubicdndola como muy resistente a estas poblaciones. En los tres
materiales de chile evaluados, el rendimiento se redujo significativamente cuando las plantas se infectaron con
T85 o CM; sin embargo, la pérdida total fue menor en H35-3. Estos resultados nos permiten considerar a H35-3
como un material con potencial para su posible incorporacion a un programa de mejoramiento genético.

Palabras clave: mejoramiento genético, nematodo falso agallador, resistencia a fitonematodos, Solanaceae,

tolerancia.

INTRODUCCION

El chile (Capsicum annuum L.) es uno de los
cultivos agricolas de mayor importancia mundial,
incluyendo México. De acuerdo con el Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP,
2015), en el 2014 el chile verde ocupd en México
una superficie de 148,968.51 ha, de la cual se derivo
una produccion de 2732,635.07 T con una derrama
economica de 17,896 millones de pesos mexicanos.

Dos de los problemas fitosanitarios que se
presentan en esta hortaliza son los causados por
Meloidogynespp.y Nacobbus aberrans,considerados
dentro de las 10 especies de fitonematodos de mayor
importancia e impacto economico en la produccion
de cultivos (Jones et al., 2013). Debido a su amplia
gama de hospedantes, pérdidas potenciales en la
produccion y a su “etapa parasitica dormante”, N.
aberrans esta registrado como plaga A1l por la EPPO
(European and Mediterranean Plant Protection
Organization), ademas es una especie regulada y
cuarentenaria (Eves-van den Akker et al., 2014). El
sintoma caracteristico que induce este patdogeno es el
agallamiento de las raices debido a la ocurrencia de
procesos de hipertrofia e hiperplasia asociados con
la formacion de sitios de alimentacidon (sincitios).
Como consecuencia, se ocasiona la desorganizacion
estructural (Castillo y Marban, 1984) y fisiologica
del sistema vascular (Davis et al., 2000), de tal
manera que se reduce la produccion del cultivo.

El control de este patéogeno se basa
principalmente en el uso de productos quimicos
nematicidas, los cuales impactan negativamente al
ambiente (Zavaleta, 2011), por lo que la busqueda
y caracterizacion de materiales resistentes o
tolerantes son una opcidon importante en el control
de este patdgeno. Brunner de Magar (1967), evalud
90 variantes de chile para encontrar fuentes de
resistencia que pudieran utilizarse como progenitores
de variedades resistentes a N. aberrans. De las 90
variantes, la variedad Peruana Amarillo Tacna (3-
5-805) (C. pendulum) fue altamente resistente al
no presentar agallamiento, y las variedades 3-79-1
C. pendulum SA 335y 3-79-2 C. pendulum SA354
fueron resistentes al presentar agallas pequefias y

escasas. De los 87 materiales restantes, 82 fueron
altamente susceptibles.

Durante los afios 2013-2014 Gémez-Rodriguez
y colaboradores evaluaron la respuesta de seis
lineas de chile tipo huacle (33-1, 33-3, 34-2, 34-
3, 35-3, 35-5) infectadas artificialmente con una
poblacion de N. aberrans recolectada en los campos
experimentales del Colegio de Postgraduados, en el
Campus Montecillo. De acuerdo con sus resultados,
las lineas 35-3 y 35-5 fueron resistentes no solo a este
nematodo, sino también a Meloidogyne incognita y
a al menos seis de 10 aislamientos de Phytophthora
capsici. La linea 35-3 mostr6 un nivel de resistencia
alta y moderada a M. incognita y N. aberrans,
respectivamente. Dicha resistencia se determind en
funcion del nimero de agallas, nimero de huevos
e indice de reproduccion, pero no se consideraron
alteraciones en variables de tipo agronémico (datos
no publicados). Tampoco se determiné la viabilidad
de las nuevas poblaciones originadas a partir del
indculo inicial.

El nivel de resistencia o susceptibilidad a un
patégeno, y el nivel de agresividad del patdégeno
estan en funcion de diferentes factores, entre ellos
sus caracteristicas genéticas y las condiciones
ambientales que se presentan durante la interaccion.
De esta manera, la caracterizacion de plantas
potencialmente resistentes a un patdogeno debe
evaluarse en condiciones Optimas no solo para
el desarrollo de la planta y del patdgeno, sino
también para el desarrollo de la interaccion misma
(patosistema). En este contexto, las plantas que
muestren resistencia o tolerancia a uno o mas
patégenos podrian incorporase a programas de
mejoramiento genético y liberarse posteriormente
para formar parte de las estrategias de manejo y
control de patogenos, lo que ayudaria a reducir los
costos de produccion y los riesgos de contaminacion
ambiental. Ademas, se reduciria la posibilidad
de que estos productos generen resistencia en los
patogenos y/o afecten negativamente las poblaciones
de organismos benéficos.

Con base en estos antecedentes, los objetivos
de la presente investigacion fueron caracterizar la
respuesta de la linea 35-3 de chile tipo huacle a dos
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poblaciones de N. aberrans (T85 y CM), determinar
su nivel de resistencia, y describir las alteraciones
histologicas que inducen en las raices de la linea 35-3
de chile tipo huacle (H35-3), Criollo de Morelos 334
(CM334), y California Wonder (CW).

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de la respuesta de H35-3, CM334 y
CW a la infeccion por las poblaciones de Nacobbus
aberrans T85 o CM

Material vegetal: Semillas de la linea 35-3 de
chile tipo huacle (H35-3) (resistencia moderada),
Criollo de Morelos 334 (CM334) (susceptible) y
California Wonder (CW) (altamente susceptible), se
desinfestaron con hipoclorito de sodio al 0.5% y se
enjuagaron con agua destilada estéril. Posteriormente,
las semillas se colocaron sobre toallas de papel
estéril humedecidas con agua destilada en recipientes
de plastico oscuro y se incubaron a 27°C. Dos
semanas después de la germinacion, las plantulas se
trasplantaron a charolas de unicel con una mezcla
estéril de Peat-Moss y agrolita en proporcion 1:1y se
mantuvieron en condiciones de invernadero a 25°C
y 65% de HR.

Preparacion de inoculo e inoculacion

Como inbéculo se utilizaron juveniles del
segundo estadio (J2) de las poblaciones de N.
aberrans T85 y CM. La poblacion T85 se obtuvo de
una poblacion que se recolecté en el municipio de
Tanhuato en el estado de Michoacan (Cabrera et al.,
2014) y la poblacion CM se recolecto en los terrenos
experimentales del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo.

Las masas de huevos de cada poblacion se
extrajeron independientemente segtin la metodologia
de Vrain (1977). Los huevos se recolectaron en el
tamiz de 500 mallas y se incubaron a 28°C en cajas
Petri con agua destilada durante 10 dias. Durante este
tiempo se recuperaron los juveniles que eclosionaron
diariamente y se mantuvieron a 4°C. El indculo
se ajustd a 2000 juveniles. La inoculacion se hizo
de manera independiente en plantulas de H35-3,
CM334, y CW que habian desarrollado dos a tres
pares de hojas (siete semanas de edad). El inoculo
se aplico directamente al sustrato con una jeringa
hipodérmica y se regd para mantener la humedad.
Treinta dias después de la inoculacion (ddi), las
plantulas se trasplantaron a bolsas negras de plastico
de 15 L conuna mezcla de Peat Moss y agrolita estéril
en relacion 1:1, se mantuvieron en condiciones de
invernadero (25°C y 65% de HR) durante dos meses
con riego diario y se fertilizaron semanalmente con
Ultrasol 18-18-18 Mg+ M.E.®* auna dosisde 1 g L.

Diserio experimental

Elensayoserealizounavezenunarreglo factorial
en bloques completos al azar. Para cada variedad se
establecieron tres tratamientos con 10 repeticiones
cada uno. El tratamiento 1 consistié de plantulas
inoculadas con la poblacion T85; el tratamiento 2
de plantulas inoculadas con la poblacion CM; y el
tratamiento 3 de plantulas no inoculadas (control).
La unidad experimental fue una planta.

Variables evaluadas y andlisis estadistico

Se evaluaron periodo de incubacion, indice de
agallamiento, porcentaje de agallamiento, indice
de masas de huevos, nimero de huevos e indice de
reproduccion. También se midid la altura de planta,
peso seco aéreo (follaje y tallos), peso seco de raiz,
numero de frutos y rendimiento.

Para determinar el indice de agallamiento y el
indice de masas de huevos, se contaron las agallas
y las masas de huevos en la raiz de cada una de las
plantas inoculadas. Las raices se sumergieron en una
solucion de Floxina B (0.15 g L' de agua) durante 20
min para que las masas de huevos se tifieran de rojo
y se facilitara el conteo. Los indices de agallamiento
y de masas de huevos se determinaron con base en
la escala de Taylor y Sasser (1978) (Cuadro 1). El
indice de agallamiento se transformd a porcentaje
de agallamiento (PA) con la formula de Townsed y
Heuberger (1943), en donde n es el niimero de raices
evaluadas en cada categoria, V el valor numérico
de cada categoria y N el nimero total de raices
evaluadas.

Para determinar el nimero de huevos, se hizo
la extraccion segin Vrain (1977) y se contaron los

Cuadro 1. Escala para determinar los indices de
agallamiento y masas de huevos (Taylor y Sasser,
1978).

Escala ~ Numero de agallas o masas de huevos

0 Plantas sin agallas o sin masas de huevos

1 Plantas con 1 o 2 agallas o masas de
huevos

2 Plantas con 3 a 10 agallas o masas de
huevos

3 Plantas con 11 a 30 agallas o masas de
huevos

4 Plantas con 31 a 100 agallas o masas de
huevos

5 Plantas con méas de 100 agallas o masas de
huevos
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Cuadro 2. Escala para determinar el nivel de resistencia
(Taylor, 1971).

Indice de

reproduccion® Respuesta

> 50 Susceptible

25-50 Poco resistente

10 - 25 Moderadamente resistente
1-10 Muy resistente

<1 Altamente resistente

0 Inmune

“Expresado en porcentaje (%).

huevos. Los resultados se expresaron en niimero
de huevos por gramo de raiz (numero de huevos/g
raiz). El indice de reproduccion se determind como
el porcentaje de huevos en CM334 o H35-3 con
respecto al ntimero de huevos que se formaron
en el material altamente susceptible CW (Taylor,
1971). La resistencia o susceptibilidad de las plantas
de CM334 y H35-3 infectadas con T85 o CM se
determind con base en la escala de Taylor (1971)
(Cuadro 2).

Una vez que las plantas iniciaron la etapa de
produccion, los frutos se cosecharon y pesaron
diariamente durante un mes. Con los datos
acumulados se calcul6 el rendimiento por hectarea.
Los resultados se registraron en toneladas por
hectarea (T ha').

Los datos obtenidos de cada variable se
sometieron a analisis de varianza y a la prueba de
Diferencia Minima Significativa (DMS) (p = 0.05)
con el paquete estadistico SAS (2002).

Viabilidad de la primera generacion de las
poblaciones T85 y CM en plantas de jitomate

Para determinar la viabilidad de las generaciones
de T85 y CM, el sustrato de cada uno de los
tratamientos que se establecieron para caracterizar la
respuesta de la linea H35-3 se colocé en bolsas negras
de plastico de 15 L de capacidad. Posteriormente, se
trasplant6 una plantula de jitomate var. Rio Grande,
de cuatro a seis 6 semanas de edad, en cada bolsa.
Las plantas se mantuvieron en condiciones de
invernadero, se regaron diariamente y se fertilizaron
cada semana con Ultrasol 18-18-18 Mg + M.E®
(1 g LY. A los 60 dias después del trasplante, se
evaluaron el indice de agallamiento, porcentaje de
agallamiento, indice de masas de huevos y ntimero
de huevos. Los datos obtenidos se sometieron a
andlisis de varianza y prueba de DMS (p = 0.05) con

el paquete estadistico SAS (2002).

Analisis histologico de las raices de CW, CM334 y
H35-3 infectadas con T85 o CM

Las semillas de cada uno de los materiales de
chile, previamente desinfestadas con hipoclorito
de sodio al 0.5%, se colocaron para germinar en
recipientes de plastico oscuro a 27°C. Dos semanas
después, las plantulas se trasplantaron a vasos de
plastico de 30 mL de capacidad con una mezcla
estéril de Peat-Moss y agrolita (1:1) y se colocaron
en una camara de crecimiento controlado a 27°C y
12 horas luz. Cuando las plantulas desarrollaron de
dos a tres pares de hojas (siete semanas de edad), se
inoculd una suspension de 2000 J2 de la poblacion
T85 o CM directamente al sustrato. Las plantulas se
mantuvieron en camara de crecimiento controlado
con riego diario y bajo las mismas condiciones de
temperatura y humedad. El ensayo se hizo una vez en
un arreglo completamente al azar. Para cada variedad
de chile se establecieron los tratamientos descritos
en el disefio experimental. Cada tratamiento consto
de tres repeticiones con una planta como unidad
experimental.

Para describir las alteraciones histoldgicas, se
tomaron muestras de raiz a las 2, 7, 14, y 20 ddi.
Los tiempos de muestreo se hicieron considerando
que N. aberrans se establece en el sistema radical
de CM334 a los 21 ddi (Godinez-Vidal et al.,
2013). Las raices se lavaron con agua corriente para
eliminar el sustrato y de la mitad de la raiz de todas
las plantas se tomaron fragmentos de 1 a 3 cm de
longitud y se fijaron al menos 24 h en una mezcla
de formaldehido, acido acético glacial, etanol al
96% y agua (10:50:5:35). Posteriormente, las raices
se lavaron con agua corriente durante 20 min y se
deshidrataron gradualmente en etanol durante 3
hr (30, 50, 70, 85, 96, y 100%). Las muestras se
colocaron en xilol puro por 3 h y se incluyeron en
Paraplast regular (SIGMA®) en un horno para secado
(RiosSA-EC®) a 55-60°C durante 48 h (Lépez et al.,
2005). Las muestras se cortaron en plano transversal
a 10 um de grosor con microtomo rotatorio marca
Leica RM2125.

Las secciones obtenidas se tifieron con safranina-
verde rapido (Lopez et al., 2005) y se observaron
en un microscopio Optico marca Velab VE-B6. El
registro fotografico de las imagenes se hizo en un
microscopio compuesto Rossbach MG-11T con
camara digital Canon EOS 50D. Se observaron 80
secciones histologicas obtenidas de las raices de
cada una de las repeticiones por tratamiento y por
tiempo de muestreo (2, 7, 14, y 20 ddi), analizandose
un total de 8640 secciones.
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RESULTADOS

Caracterizacion de la respuesta de H35-3, CM334 y
CW a la infeccion por las poblaciones de Nacobbus
aberrans T85 o CM

El tiempo de aparicidon de las agallas después
de la inoculacion (periodo de incubacion) fue mas
corto en el chile CW, independientemente de la
poblacion del nematodo inoculado (Cuadro 3). En
los chiles CM334 y H35-3, el periodo de incubacion
fue de 39 ddi cuando las plantas se infectaron con la
poblacion CM y de 42 ddi cuando se inocularon con
T85 (Cuadro 3).

El indice de agallamiento inducido por T85 o
CM en las raices de CW, CM334 y H35-3 fue de 4,
3,y 2, respectivamente (Cuadro 3); en consecuencia,
el porcentaje de agallamiento fue estadisticamente
menor en H35-3, principalmente cuando las plantas
se infectaron con la poblacion T85 (p = <0.0001)
(Cuadro 3).

Las poblaciones del nematodo T85 o CM
ocasionaron un indice de masas de huevos de 4 en
los chiles CW y CM334, y de 3 en la linea H35-3
(Cuadro 3); y el menor nimero de huevos se presento
en las raices de H35-3 (p =<0.0001) (Cuadro 3). En
la linea CM334, las poblaciones de N. aberrans T85
0o CM se reprodujeron la cuarta parte de lo que lo
hicieron en la variedad CW, mientras que en H35-
3 se reprodujeron menos del 10% (Cuadro 3). Con
base en el indice de reproduccion y en la escala de
Taylor (1971), el chile CM334 fue moderadamente
resistente a la poblacion T85 y poco resistente a la
poblacion CM, mientras que la linea H35-3 fue muy
resistente a las dos poblaciones de N. aberrans.

Los chiles CW y CM334 sin inocular presentaron
una altura de planta mayor (superior a los 90 cm)
que la linea H35-3. Sin embargo, esta variable se
redujo significativamente (p = <0.0001) cuando

las plantas se inocularon con la poblacion CM
(Cuadro 4). La pérdida en peso seco aéreo y peso
seco de raiz en las plantas de CW y CM334 fue igual
independientemente de que se hayan inoculado con
T85 o CM. En las raices de H35-3 estas variables
se mantuvieron sin variacion en plantas inoculadas y
sin inocular (p = <0.0001) (Cuadro 4).

En promedio, el numero de frutos producidos
en las plantas sin inocular fue mayor en CM334
(31 frutos) y menor en CW (11 frutos). Las plantas
de H35-3 produjeron 25 frutos. En el chile CW,
el rendimiento se redujo menos del 50% cuando
las plantas se inocularon con CM (32.28%) o T85
(39.3%) (Cuadro 4). En CM334, el rendimiento fue
similar en las plantas inoculadas, pero disminuy6
practicamente a la mitad (45.15%) con respecto al
rendimiento de las plantas sin inocular (p =<0.0001)
(Cuadro 4). La linea H35-3 inoculada con CM
presentd una pérdida de poco mas del 25% en el
rendimiento (p = <0.0001) (Cuadro 4).

Viabilidad de la primera generacion de las
poblaciones T85 y CM en plantas de jitomate

Los ensayos sobre la viabilidad de las nuevas
generaciones de los nematodos que se desarrollaron
en las raices de chile, indicaron que el indice de
agallamiento en las raices de jitomate fue mas alto
en las plantas que crecieron en el sustrato en donde
se cultivo CW infectado con la poblacion T85 o CM
(Cuadro 5). Esta misma variable en las plantas que
crecieron en el sustrato en donde se cultivaron los
chiles CM334 o H35-3 infectados con la poblacion
T85 0 CM fue de 2 y 1, respectivamente (Cuadro 5).

El porcentaje de agallamiento en las raices
de jitomate crecido en los sustratos en donde se
cultivaron CW, CM334 o0 H35-3, infectadas con T85,
fue del 62, 40, y 22% respectivamente; mientras que
las plantas que crecieron en el sustrato en donde se

Cuadro 5. indice de agallamiento (IA), porcentaje de agallamiento (PA), indice de masas de huevos (IMH) y niimero de huevos por
gramo de raiz (NH) en plantas de jitomate (variedad Rio Grande) cultivadas en sustratos en donde previamente se desarrollaron plantas
de California Wonder (CW), Criollo de Morelos CM334 (CM334), y Huacle 35-3 (H35-3) inoculadas con las poblaciones de Nacobbus
aberrans T85 o CM.

Chile
Ccw CM334 H-35-3
Sustrato 1A PA* IMH NH? IA PA? IMH NH* IA PA? IMH NH?
T85 3 62a 3 757 a 2 40b 2 139¢ 2 22 ¢ 1 72 ¢
M 2 420 2 564 b 1 20 cd 1 102d 1 14d 1 69 ¢
Control 0 Oe 0 0f 0 Oe 0 of 0 Oe 0 0f

“Para las variables PA y NH, los valores seguidos de letras diferentes son estadisticamente diferentes (DMS p = <0.0001).
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Figura 1. Cortes transversales de raices de California Wonder (A, B, y C), Criollo de Morelos 334 (D, E, y F), y Huacle
35-3 (G, H, e I) alos 14 dias después de haberse infectado artificialmente con Nacobbus aberrans poblacion T85 (A,
D, y G) o con la poblacion CM (B, E, y H). Los paneles C, F ¢ I corresponden a secciones de raices de plantas de
California Wonder, Criollo de Morelos 334 y Huacle 35-3 no inoculadas, respectivamente. En los paneles C, F, e I se
observa la estructura monarca, tetrarca y monarca de las raices de CW, CM34, y H35-3, respectivamente. En todas las
interacciones, las células del parénquima cortical se hipertrofiaron, y hubo engrosamiento y lignificacion de la pared
celular. Las células también presentaron almidon y sustancias ergasticas cristalinas. Los juveniles y adultos inmaduros
de N. aberrans formaron cavidades en la corteza durante su etapa migratoria. En las cavidades se observaron signos
del nematodo. Al= almidon, Ca= cavidad, Cr= cristales, EL= engrosamiento y lignificacion de paredes celulares, Hi=
hipertrofia, N= nematodo. Escala: 100 pm.
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Figura 2. Cortes transversales de raices de California Wonder (A, B, y C), Criollo de Morelos 334 (D, E, y F) y Huacle
35-3 (G, H, e I) a los 20 dias después de haberse infectado artificialmente con Nacobbus aberrans poblacion T85 (A,
D, y G) o con la poblaciéon CM (B, E, y H). Los paneles C, F, e I corresponden a secciones de raices de plantas no in-
oculadas de California Wonder (triarca), Criollo de Morelos 334 (tetrarca), y Huacle 35-3 (monarca), respectivamente.
Las paredes celulares del parénquima cortical presentaron degradacion parcial, principalmente en aquellas que rodean
las cavidades que forma el nematodo. Los cristales en las células de la corteza fueron mas evidentes en las raices in-
fectadas. Las células de parénquima de la endodermis y del periciclo mostraron hipertrofia e hiperplasia. Ca= cavidad,
Cr= cristales, DP= degradacion de paredes celulares, E= endodermis, EL= engrosamiento y lignificacion de paredes
celulares, N= nematodo, P= periciclo. Escala: 100 pm.
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desarrollaron los chiles infectados con la poblacion
CM, mostraron un porcentaje de agallamiento del
42, 20, y 14%, respectivamente (Cuadro 5). En
ninguna de las raices de las plantas de jitomate que
crecieron en el sustrato en donde se desarrollaron
los chiles sin inocular (control) hubo formacion de
agallas (Cuadro 5).

El mayor indice de masas de huevos se presento
en las plantas de jitomate que crecieron en el sustrato
en donde se desarrollo CW infectado con T85 o CM
(Cuadro 5), mientras que en las plantas que crecieron
en el sustrato en donde se cultivo el chile H35-3 esta
variable fue de 1 independientemente del nematodo
presente en el sustrato (Cuadro 5). El mayor
numero de huevos producidos por las poblaciones
del nematodo se observo en las plantas de jitomate
que crecieron en el sustrato en donde se desarrolld
el chile CW (p = <0.0001). El nimero de huevos
fue significativamente menor en las plantas de
jitomate crecidas en el sustrato en donde se cultivo
el chile H35-3, (p = <0.0001) (Cuadro 5) y no hubo
diferencias estadisticas cuando el sustrato estuvo
infestado con la poblacion T85 o CM (Cuadro 5).

Analisis histologico

Las raices de las plantas que no se inocularon
mostraron la estructura tipica de una raiz primaria.
Las células del parénquima de la corteza fueron
grandes, de pared delgada y forma irregular; algunas
presentaron sustancias ergasticas de apariencia
cristalina, principalmente en las raices de los chiles
CW y H35-3 (Fig. 1 y 2 C, F, e I). Debido a que
las secciones histologicas se hicieron en diferentes
niveles, se observo que las raices de CW son
monarcas y triarcas, CM334 presento raices tetrarcas
y H35-3 monarcas (Fig. L y2 C, F, e ]).

No se observaron alteraciones histologicas en el
tejido radical de las plantas que se evaluaron a los 2
y 7 ddi. Alos 14 y 20 ddi, las principales alteraciones
se asociaron con el tamafio, volumen (hipertrofia)
y division celular (hiperplasia). Las células de la
endodermis y periciclo se hipertrofiaron (Fig. 1
A, D, H, y Fig. 2 G); y en el parénquima cortical
se presentaron cavidades rodeadas por células
hipertrofiadas con paredes generalmente lignificadas
(Fig. 1 A, E, y G). Las células hipertrofiadas
presentaron citoplasma denso, granulos de almidon
que se identificaron por su birrefringencia y cruz
de malta, y sustancias ergdsticas de apariencia
cristalina (Fig. 1 B, D, y H); las paredes celulares
se engrosaron ligeramente y lignificaron, lo que se
evidencio por su color rojo intenso al tefiirse con
Safranina. En algunas regiones del parénquima
hipertrofiado hubo degradacion parcial de las paredes
celulares (Fig. 1 A, E, H, y Fig. 2 Ay H), y en el

parénquima de la corteza se presentaron cavidades
con signos del patogeno (Fig. 1 A, E, H, y Fig. 2By
E). No se detectaron diferencias en las alteraciones
estructurales que se presentaron en las raices de los
chiles (CW, CM334, y H35-3) infectados con T85 o
CM; sin embargo, dichas alteraciones fueron menos
frecuentes en la linea H35-3.

DISCUSION

En la presente investigacion se caracterizd y
comparo la respuesta de los chiles H35-3, CM334 y
CW después de haberse inoculado con las poblaciones
de N. aberrans T85 o CM. En las condiciones
evaluadas, se observo que las dos poblaciones del
nematodo fueron capaces de penetrar y establecerse
en la raices de todas las plantas, pero su desarrollo
y reproduccion se afectaron significativamente (p =
<0.0001) en funcion del genotipo del hospedante.

En general, el porcentaje de agallamiento, el
nimero de masas de huevos y el numero de huevos
fueron significativamente menores en la linea H35-
3 y mayores en el chile CW. Estos parametros
son relevantes en la caracterizacion de materiales
como fuentes potenciales de resistencia, ya que son
indicadores de la reproduccion del nematodo. En
este contexto, los resultados de esta investigacion
sugieren que en la linea H35-3 se estdn expresando
mecanismos de defensa bioquimica y/o estructural
que se manifiestan de manera mas rapida y en
mayor magnitud que las respuestas que se presentan
en CM334 y CW (Benhamou, 1996; Villar-Luna
et al., 2015). Dichas respuestas dan lugar a un
ambiente desfavorable que inhibe o limita el ingreso,
movimiento, alimentacién y/o reproduccion de N.
aberrans. En los materiales susceptibles también
podrian estar actuando efectores (proteinas) que
suprimen el “sistema inmune” y la sefializacion de
los mecanismos de defensa de la planta durante el
estado sedentario biotrofico del nematodo (Hewezi y
Baum, 2013; Hewezi, 2015).

El chile CM334 es altamente resistente a
Meloidogyne arenaria, M. incognita y M. javanica
(Pegard et al., 2005). Recientemente, Villar-Luna et
al. (2015), reportaron que los genes que codifican
para la sintesis de capsidiol (5-epi-aristoloqueno
sintasa e Hidroximetilglutaril-CoA reductasa 2),
para proteinas relacionadas con la patogénesis
(PR-1 y POX) y para un factor de transcripcion
(WRKY-a) se sobre-expresaron en plantas de chile
CM334 inoculadas con M. incognita (interaccion
incompatible) o N.  aberrans  (interaccion
compatible). Es posible que todos o alguno de
estos mecanismos se hayan presentado en las raices
de H35-3, en donde T85 o CM fueron capaces de
reproducirse, aunque el numero de huevos fue solo
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el 9% del nimero de huevos que se formaron en las
raices del chile susceptible CW. El bajo nimero de
huevos en H35-3 podria explicarse también por la
manifestacion de una reaccion de hipersensibilidad
o por la presencia de acido clorogénico, respuestas
que se presentaron en la interaccion de CM334 con
M. arenaria, M. javanica, o M. incognita (Pegard et
al., 2005), y en plantas de café (Coffea canephora)
inoculadas con M. incognitaraza 3 o M. paranaensis;
en donde se sugiere que hay una respuesta “similar”
a una reaccion de hipersensibilidad que ocurre
tardiamente y que estd involucrada con la inhibicion
y degradacion de las células gigantes inducidas por
el nematodo (Lima et al., 2015).

El indice de reproduccion de T85 y CM en la
linea H35-3 fue de 8.8 y 9.2, respectivamente; lo
que nos permitio clasificarla como muy resistente a
estas poblaciones. Sin embargo, estos resultados no
concuerdan con lo sefialado por Gémez-Rodriguez
y colaboradores (datos no publicados), quienes
la catalogan como moderadamente resistente a la
poblacion CM. Ademas, el chile CM334 se reporta
como susceptible a N. aberrans (Trujillo-Viramontes
et al., 2005; Gomez Rodriguez y colaboradores,
datos no publicados); no obstante, en las condiciones
en que se llevaron a cabo los ensayos, CM334 resulto
ser moderadamente resistente a la poblacion T85 y
poco resistente a CM. Estas respuestas diferenciales
podrian atribuirse a la diversidad genotipica de
los chiles y de las poblaciones de N. aberrans que
se evaluaron (Pegard et al., 2005). Se conoce que
algunas poblaciones de este patogeno establecen
interacciones compatibles (enfermedad) con los
cultivares de frijol (Phaseolus vulgaris) Canario y
Negro Querétaro. Sin embargo, también hay algunas
otras poblaciones del nematodo que no lo hacen y
en donde N. aberrans, a pesar de haber penetrado
las raices, no es capaz de inducir agallamiento ni de
reproducirse (Martinez-Fuentes et al., 2009), dando
lugar a una interaccidon incompatible (resistencia
no hospedante) (Heath, 2000). También deben
considerarse las condiciones ambientales en las que
se llevaron a cabo los ensayos, principalmente la
temperatura, ya que esta variable afecta el ciclo de
vida de N. aberrans (Manzanilla-Lopez et al., 2002).

La primera generacion de las poblaciones de
N. aberrans que se originaron en las raices de H35-
3, CM334 y CW infectaron las raices de todas las
plantas de jitomate. En las plantas que crecieron
en el sustrato en donde se desarroll6 el chile CW
infectado con las poblaciones T85 y CM se presento
la mayor cantidad de huevos; mientras que en las
plantas que se desarrollaron en el sustrato en donde
creci6 CM334 o H35-3, el nimero de huevos fue
significativamente menor. Dicha respuestano implica
que el jitomate haya incrementado su habilidad para

limitar la infeccion por el nematodo, sino que existe
la posibilidad de que algunos mecanismos quimicos
de defensa en las plantas de chile no solo hayan
afectado la reproduccion del nematodo, sino también
la viabilidad de los huevos que se quedaron en el
sustrato y que fueron la fuente de inoculo para las
plantas de jitomate.

Las alteraciones histologicas en las raices de
los chiles evaluados concuerdan con algunas de las
modificaciones que se presentaron en el tejido radical
de plantas de C. annuum y C. baccatum infectadas
con N. aberrans (Castillo y Marban, 1984), y en
raices de remolacha (Beta vulgaris) inoculadas con
una poblacion del nematodo recolectada en Nebraska
(Inserra et al., 1983). En la presente investigacion,
en las raices de CW, CM334 y H35-3 se observaron
cavidades en la corteza, las cuales presentaron
signos del patogeno. Estas cavidades las forman los
juveniles y adultos inmaduros de N. aberrans durante
la etapa migratoria en la que van alimentandose de
las células parenquimatosas de la corteza (Jones
et al., 2013) en raices de chile (Castillo y Marban,
1984), remolacha (Inserra et al., 1893), y frijol cvs
Canario y Negro Querétaro (Martinez-Fuentes et al.,
2009).

Las raices de los materiales evaluados también
presentaron hiperplasia e hipertrofia de las células
parenquimatosas de la corteza y del tejido vascular.
Se observaron nucleos de mayor volumen que en
aquellos de las raices no inoculadas; y engrosamiento,
lignificacion y degradacion parcial de las paredes
celulares del parénquima. La acumulacion de
almidon y la presencia de cristales se corrobord con
lo reportado previamente por Castillo y Marban
(1984) en raices de C. annuum 'y C. baccatum.

En la presente investigacion no se observaron
el origen ni el establecimiento de los sitios de
alimentacion (sincitios), a diferencia de lo reportado
por Catillo y Marban (1984). Esta discrepancia
podria explicarse porque las condiciones ambientales
en las que se realizaron los ensayos, principalmente
de temperatura, no fueron las mismas, lo que implica
un retraso en el ciclo de vida del nematodo y por
tanto un retraso en la formacion de los sincitios.
Es posible también que no se hayan observado los
sitios de alimentacion porque las raices de CW,
CM334, y H35-3 solo se cortaron transversalmente.
Castillo y Marban (1984), detectaron los sitios de
alimentacion a los 30 dias después de la penetracion
de N. aberrans, y los asociaron con hembras jovenes
localizadas en el cilindro central. Cincuenta dias mas
tarde (60 dias después de la penetracion), el sincitio
estaba completamente formado y asociado con
hembras adultas. En las raices de remolacha, Inserra
et al. (1983), detectdo los sitios de alimentacion
hasta los 25 ddi. Los sincitios fueron pequefios y
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multinucleados, y se asociaron con la deformacion
de la raiz y con la proliferacion anormal de raices
secundarias.

Todas las alteraciones en las caracteristicas
agronomicas que se evaluaron pueden explicarse por
los cambios estructurales que ocurren en el sistema
radical de las plantas de chile; dichos cambios se
asocian con los habitos parasiticos que presenta N.
aberrans, ya que es el Unico fitonematodo que es
capaza de salir y reingresar al hospedante, presentar
una etapa migratoria endoparasitica y una etapa
sedentaria biotrofica (Eves van den Akker et al.,
2014), lo que implica fuertes modificaciones en la
estructura de células y tejidos, actividad diferencial
de genes asociados con el metabolismo, y respuestas
al estrés (Kyndt et al., 2013). En CW y CM334, hubo
poco desarrollo de raiz, lo que explica la reduccion en
el peso seco de este drgano en comparacion con las
plantas sin inocular. Las alteraciones morfologicas y
estructurales en el sistema radical se asocian con la
reduccion en la altura de planta y peso aéreo de estos
materiales, ya que se limita o bloquea el movimiento
de agua, minerales y nutrientes necesarios para el
desarrollo. En todos los materiales evaluados, el
rendimiento se redujo significativamente cuando
las plantas se confrontaron con el nematodo. Sin
embargo, la pérdida global fue menor en las plantas
de H35-3 y mayor en CM334.

No hubo diferencias estructurales entre las
raices de H35-3, CM334, y CW infectadas con
T85 o CM, lo cual coincide con lo reportado en C.
annuum 'y C. baccatum, especies infectadas con N.
aberrans (Castillo y Marban, 1984). Sin embargo,
el porcentaje de agallamiento, el nimero de masas
de huevos y el nimero de huevos que se formaron
en el sistema radical de la linea H35-3 fueron
significativamente menores que en las raices de los
chiles CM334 y CW. Estos parametros ubican a
H35-3 como muy resistente a las dos poblaciones
de N. aberrans. Dichas respuestas, asi como las
asociadas con las variables agronomicas que se
midieron, nos permite considerar a H35-3 como un
material con potencial para su posible incorporacion
a un programa de mejoramiento genético. De no
poder utilizarse como fuente de resistencia, H35-3
podria considerarse como portainjerto de materiales
cultivados susceptibles a N. aberrans, pero con

caracteristicas fenotipicas favorables para su
comercializacion.
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