Nematodos Asociados al Arroz (Oryza sativa L.) en Costa Rica.
IIL. Microscopia Electrénica de Rastreo de Meloidogvne y Tvienchorhiynchus annulatus?

ABSTRACT

The external morphology of females, males and
second-stage  juveniles of Meloidogyne salasi and  of
females of Tylenchorhiynchus annuwlatus, two  plant-
parasitic nematode species of rice in Costa Rica, was
observed  with  the scanning  electron  microscope
(SEM). The presence of two rounded pores on each
spicular tip of M. salasi males and the characteristics
of T. gnnulatus, as seen with the SEM, are illustrated
for the first time.

INTRODUCCION

1 uso del microscopio electronico de rastreo
i, (MER) para la observacion de la morfologia
b=l de los nematodos fitopardsitos se ha extendido
conmderabkemente en tos ultimos afios. Avances ogra-
dos como la gran resolucion, la profundidad de cam-
po, la facilidad de interpretacion de las imdpenes ob-
tenidas y Ia versatilidad en los movimientos de Ia pla-
tina en que se colocan los especimenes para examen,
han hecho del MER un instrumento extremadaniente
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COMPENDIO

Se observd e ilustro la morfologia externa de hembras,
machos ¥ juveniles en el segundo estudio de Meloidogyne
salasi y hembras de Tylenchorhynchus annulatus, dos nema-
todos pardsitos del arroz en Costa Rica, con Iz ayuda del mi-
croscopio electronico de rastreo (MER). La presencia de dos
poros redondos en cada espicula de los machos de M salasi
¥ las caracteristicas de las hembras de T gnnuletus, vistas
con el MER, son ilustradas por primera vez,

util para estudiar la taxonomia de estos pardsitos, al
hacer posible su observacion y la toma de fotografias
desde numerosos dngulos; esto permite una mejor in-
terpretacion de los rasgos microtopogrificos (6, 11).

Por otrz parte, en Costa Rica se ha iniciado un estu-
dio de la nematofauna asociada al arroz (Oryza sativa
L.) que tiene, entre otros, os objetivos de caracterizar
en forma detallada y ampliar la informacién disponi-
bie sobre Ia morfologia de los nematodos pardsitos de
este cultivo. En este trabajo se presentan los resulta-
dos de observaciones hechas con el MER en dos espe-
cies: Meloidogyne salasi 1.0pez, 1984 y Ivlencho-
riynchus annulatus (Cassidy, 1930} Golden, 1971
(=T martini).

MATERIALES Y METODOS

Los especimenes de M salasi fueron colectados de
raices de arroz en la localidad de Los Chorros, canton
de Corredores, en el Sur de Costa Rica, mientras que
los de I anwnulatus se recogieron de un suelo infesta-
do en un arrozal localizade en las cercanias def aero-
puerto La Managua, cantdn de Quepos; ambos lugares
perteniecen a {a provincia de Puntarenas, Costa Rica.
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Los especimenes, hembras, machos y juveniles,
en el segundo estadio (12), de M salosi fueron ex-
traidos siguiendo un método previamente descrito
{8), mientras que las hembras de T, annulatus fueron
extraidas del suelo mediante la técnica de tamizado y
centrifugacion en solucion azucarada (7). Los nema-
todos fueron aislados en un volumen conocide de
agua destilada v enfriados a 5°C durante 1 h en un re-
frigerador; posteriormente, se agregaron dos potas
de glutaraldehido al 4% {v/v) en una solucidn amor-
tiguadora de fosfatos (NaH, PO, NaHPO, - TH; O,
0.1 M), pH 7 2, a intervalos de 30 minutos hasta du-
plicar el volumen inicial de agua destilada Los es-
pecimenes fueron fijados durante 72 h adicionales
a 5° C en la solucién resultante de glutaraldehido al
2% . al final de este periodo fuercn trasladados a una
pequefia cdmara plistica que tenia unz malla fina en
el fondo (abertura de 15 um) y lavados tres veces en
una solueidn amortiguadora de fosfatos, pH 7.2,
en un periodo de 15 minutos; luego, fueron posfija-
dos en una solucién de tetradxido de osmio al 2% (v/v)
en la solucién amortiguadora de fosfatos a 5°C. Los
especimenes fueron mantenidos en esta solucidén du-
rante 18 h y luego fueron lavados tres veces en la so-
lucién amortiguadora de fosfatos a 5°C por un perio-
de de 15 minutos. Inmediatamente después se proce-
di6 a deshidratarlos en una serie graduada de etanol
a 21-23°C (5-10-20-35-50-65-80-95-100-100-100% de
etanol, v/v), con intervalos de 15 minutos entre cada
paso. Una vez que los nematodos estaban en la ultima
etapa con etanol absoluto, se colocd una tapa de ma-
la fina sobre la cémara pldstica que los contenia
Los nematodos fueron secados inmediatamente en un
secador de punto critico Hitachi HCP-2, con siete
cambios de CO, de 10 minutos de duracidn cada uno.
Los nematodos secos fueron montados en forma incli-
nada sobre fragmentos de cabello humano que des-
cansaban horizontalmente sobre la superficie engoma-
da de una platina de aluminio. Los especimenes fue-
ron cubiertos con oro durante 5 minutos en un cober-
tor idnico GIKO 1B-3 y observados en un MER
Hitachi $8-370 a 15 Kv de voltaje acelerador. En cada
caso, se observaron 15 especimenes de cada especie
o estado del ciclo de vida. Para la descripcion de la
morfologia de los diferentes estados de A salusi se
siguid la terminologia propuesta por varios autores
(2,3,4).

RESULTADOS

La Fig 1 ijlustra Iz morfologia de la parte {ron.
tal v los disefios perineales de hembras de M. salosi
En la parte frontal, el redondeado disco labial apare-
cia levemente elevado, con el estoma redondeado u
ovalado en el centro; las sensilas labiales internas
eran dificiles de observar, pero, cuando fueron visi-
bles, aparecieron como pequefios poros redondos al-

rededor del estoma. Los labios medios (ventral y dor-
sal) estaban fusionados con el disco labial; el ventral
era de mayor tamaifio que el dorsal; ambos tenian e}
borde externo ligeramente curvo. Los labios laterales
eran levemente arqueados. Las aberturas anfidiales
eran rectangulares v se localizaron entre los labios la-
terales y el disco labial, debajo de este ltimo. La re-
gién cefilica aparecia como un solo anillo, marcado
por cortas lineas longitudinales; con frecuencia este
anillo aparecid incompleto.

Los disefios perineales (Fig. 1D-F} eran ovalados,
con las estrias externas finas y las internas un poco
mds gruesas; las estrias externas eran mayormente
lisas y continuas. L& vulva, en forma de una rendija
alargada, estaba orientada en el eje lateral del disefio.
El arco dorsal era ancho, relativamente alto y cuadra-
do.

En la Fig 2 se ilustra la morfologia de la parte
anterior v de las espiculas del macho. Visto de frente,
¢l disco lzbial aparecia grande y redondeado, ligera-
mente elevado sobre los labios medios, con los bordes
faterales levemente arqueados. El ovalado y relativa-
mente grande preestoma estaba localizado en el cen-
tro del disco labial y circundado por seis sensilas la-
biales internas, en forma de pequefios poros redon-
dos La abertura del estoma tenia la forma de una
rendija, orientada en el eje dorso-ventral. Los labios
medios eran un poco mas anchos que el disco labial
y tenian, cada uno, dos sensilas cefdlicas en forma
de pequefias depresiones cuticulares. En algunos espe-
cimenes {Fig. 2B, C), se observaron unas protuberan-
cias, en nimero variable, que yacian a la par de las
sensilas cefilicas Se encontrd un especimen aberrante
{Fig. 2D) que tenia unos 16bulos de forma irreguiar
localizados entre el disco labial y uno de los labios
medios. En todos los especimenes observados los
labios laterales eran inconspicuos y estaban marcados
por cortas incisuras que se iniciaban en iz conjuncidn
del disco labial con los labios medios, extendiéndose
sabre la region cefilica. Las aberturas anfidiales apa-
recian como rendijas relativamente largas, colocadas
debajo de los bordes laterales del disco labial
(Fig 2A-E). La regidn cefilica presentaba de dos a
tres hileras de anulaciones cortas e incompletas, colo-
cadas en diferentes niveles de la misma. Las espiculas
presentaban cada una dos poros circulares, uno en su
porcidn distal y el oiro un poco mas atrds (Fig. 2F).

La Fig. 3 muestra la morfologia de la parte ante-
rior de los 2. El elongado disco labial estaba leve-
mente elevado sobre los labios medios vy presentaba
los bordes laterales rectos o levemente arqueados.
El ovalado preestoma se localizaba en el centro del
disco labial y estaba rodeado por seis sensilas labiales
internas, en forma de pequefios poros redondos. El
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Fig. 1. Fotomicrografias de {a parcion frontal {A-C) v el disefio peringal (D-F} de hembras de Meloidogyne satasi La barra en A-C =

Wum;en O-F = 2 um

estoma lenfa ung abertura en formna de rendija, dificil
de observar. Los labios medios eran mis anchos que el
disco labial, tenfan los bordes redondeades v en con-
junto, con el disco labial, formaban una estructura
similar a un corbatin. Los labios laterales eran angos-
tos; sus bordes eran rectos o ligeramente arqueados y
corrian paralelos a Jos bordes laterales del disco fabial
Las aberturas anfidiales aparecian en forma de ren-
dijas colocadas debajo de los bordes laterales del disco
labial La region ¢efalica era lisa, sin anulaciones

La Fig. 4 ilustrz algunas caracteristicas morfo-
togicas de las hembras de 7. annulatus Vista lateral.
mente (Fig 4A), la parte anterior aparecia levemente
redondeadz o aplanada (Fig 4B} La region cefilica
1no presentd ninguna anulacidn marcada que la sepa-
rara det resto del cuerpo. El disco labial (Fig. 4C, D)
era rectangular, con la parte mids larga en el sentido
dorso-ventral y 1a mds corta en el sentido lateral: las

unionies de los bordes laterales del disco fabial, con {os
bordes orientados dorso-ven{ralmente, eran angulares
Las aberturas anfidiales s localizaban hacia el centro
de los bordes laterates del disco labial; tenian forma
de ovalos refutivamente grandes y ocupaban parte del
disco labial y parte de la porcion lateral de fa region
cefdlica. La abertura del estoma tenfa [orma ovalada,
era relativamente pequefia y estaba orientada dorso-
ventralmente: en apariencia, alrededor de la misma, se
localizaban seis sensilas, 1res a cada lado (Fig 4B)
pero esta caracleristica no pudo ser chservada clara-
meate en visias de la poreidn {rontal (Fig 4C. D) Los
campos laterales se iniciaban comao dos incisuras locali-
zadas o 13-16 anillos del disco labial (Fig. 4A) Al ob-
servar esta parte del cuerpo con mayor aumento
(Fig 4Lk) se noto que. & unos 6-7 anillos def inicio de
tos campos laterales. aparceia una tercera incisura en
el centro de los mismos, In que los dividia en dos
sectores del mismo ancho: los bordes externos eran
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Fig 2 Foromicrogratias de la porcion frontal (A0} porcidn amerior (E lateral) v de las espiculas (F) de machos de Meloidogyvne

salasi Labarraen AD=2umenE=5umyenF=1am

arqueados v habia correspondencia entre lag anulacio-
nes del cuerpo y las incisuras transversales en fos cam-
pos laterales; en pocas oportunidades, las incisuras
transversales atravesaron los campos hasta Hegar a lz
incisura central, produciendo una areolacién incom-
pleta En esta parte del cuerpo fos cumpos laterales
ccupaban 1/5 de su dismetro A mitad del cuerpo
{Eig. 4F), los campbs laterales presentaban cuatro in-
cisuras que los dividian en un sector central angosto y
dos sectores laterales, aproximadamenie iguales entye
si pero de mayor ancho que el central; los bordes ex-
ternos de los campos laterales conservaban su carac-
teristica de arqueados, pero, las incisuras transversaies
no los atravesaban por lo que no habia aerolacion de
los mismos En esta parte del cuerpo los campos late-
rales ocupaban aproximadante 1/3 de su didgmetro.

La porcion caudal (Fig 4G, H) era subcilindrica,
con una parte ferminal redondeada. Los fasmidios se
localizaban en la banda central de los campos laterales

y se abriar al exterior, a través de un poro rodondea-
do Los campos laterales estaban delimitados por cua-
tro incisuras, de manera similar a lo observado a mi-
tad del cuerpo. Las cuatro incisuras degaban hasta el
iltimo anillo de la ¢ola donde se fusionaban; las dos
incisuras externas tenian los bordes arqueados,

DHSCUSION

La morfologia de la poblacion de M safasi utiliza-
da en este estudio fue muy similar a la de la poblacion
usada para la descripcion de la especie {8), excepto
por unos pequefios detalies Asi, se podria mencionar
que ja forma de la porcidn frontal de las hembras
difirid de la descrita come tipica de M salasi, ya que
el labio ventral no era puntisgudo Sin embargo, fue
idéntica a la de una variante poco {recuente en la po-
blacion usada para la descripeion de ia especie (8,
Iig. 3D). Entonces, podria decirse que la morfologia
de {a poblucion utilizads en este estudio se mantuvo
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Fig 3 Fotomicrografias de la porcion frontal (A-D} v la porcidn anterior {E = lateral. F = Iaterodorsal) de segundos estados juveniles
de Meloidogyne salasi Lz barraen A-F = 1 um

dentro de la variacion propia de M. safasi Otro de as
aspectos diferentes fue la presencia de dos poros
circulares en cada una de las espiculas de los machos;
originalmente (8), se menciond que cada espicula
tenia una abertura transversal, La observacidon de los
especimenes obtenidos en este estudio y su compara-
cion con los usados en la descripcion original permi-
ter: asegurar que fos de este estudio estaban en me-
jores condiciones de preservacion cuando [ueron ob-
servados con e} MER, por lo que posiblemenie la
primera observacion fue de espeeimenes un poco
distorsionados  por el proceso de fijacion vy
secado. En este sentido, pareciera enlences que la
condicion normal de fas espiculas de machos de Af
salasi es ia de tener dos poros redondos en sus extre-
mos; esto concordaria con lo anotado por Eisenback
(1), de que las terminaciones nerviosas que entran
por la base de cada espicula en los machos de
Meloidogyne spp. abren al exterior a través de dos po-

ros en ba punta La mejor preservacion de Jos especi-
menes usados en este estudio permitic también ilus-
frar con mejor detalle s morlologia de la poreidn an-
terior del cuerpo de los 12: fas fotogralias de fa parte
{frontal de los 12 en la descripeion original {8, Fig 3E,
F} estin un poco fuera de Toco. mientras que las
aqui presentadas tienen una mejor resolucion v estin
nejor enfocadas

Encuanto a T ennulanes, esta parece ser la prime-
ra vez en que tal nematodo es observado con el MLR
va que después de un exhaustivo anilisis de la litera-
turz solo se logrd encontrar ilustraciones hechas con
la syuda del microscopio de tuz (5, 1) Las observo-
ciones hechas en esta investigacion sirivicron para, cn
ciertos casos, confirmmar ¥ en otros ampliar la infor-
macion existente sobre la morfologia de esta especie
Por ejempio, no se observd incisura ajgena que scpa-
rara en forma clara la regidn celdlica del resto del
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Fig 4 Fotomicrografias de hembras de Tylenchorhynchus annulatus (AJH}, At parte anterior; B: region cefalica; C v D: porcidn fran-
taf; E: inicio del campo lateral; F: como Iateral a mitad del cuerpo; Gy Hicola Labaraen As4dumien B= 2um;enCy D=
tumyenEy F=2um;en Gy H=4um

cuerpo {Fig. 4A) Ln estudios realizados con el mi-
croscopio de Juz se ha mencicnado gue la region la-
bial tiene tres anillos (3, 9, 10); Siddigi {10) también
ha mencionado que ia region céfalica estd levemente
separada del resto del cuerpo por un mayor didmetro,
mientras que segun Fielding (5) ls regidn cefdlica estd
separada por una ligera constriccién Las observacio-
nes hechas con el MER no confirmaron lo anotado
por estos dos dltimos autores, ya que no se observd
incremento alguno en el didmetro de la regidn cefdlica
o constriccién que la separara del resto del cuerpo;
por esta razdn, no se podria afirmar que la regién ce-
filica tiene tres anillos, aunque esto sea visible con el
microscopic de luz. Por otra parte, las caracteristicas
de los campos laterales en las partes media y caudal
del cuerpo ya habian sido observadas e ilustradas
previamente (5, 9, 10}, asi como las de la porcidén
terminal de la cola y las de los fasmidios (9, 10). La
morfologia de la regién labial y [z de los campos la-
terales en su inicio no habian side ilustradas previa-
mente, por le gue pareciera que ésta es la primera
vez que son chservadas en detalle

28]
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Este volumen presenta 10 capitulos escritos por
expertos de la materia de cuatro continentes e intenta
la tarea dificil de resumir la bibliografia fuertemente
dispersa sobre el tema en capitulos bien organizados.
Reunir la materia dispersa en publicaciones mds o
menos conacidos y presentarla en un conjunto siste-
mitico es el mayor mérite de los 16 autores, especial-
mente del editor Dr. Paul L.G Vlek del Centro Inter-
nacional parz el Desarrollo de Fertilizantes.

Otra contribucion importante de la obra es la de
incluir las bibliografias a finales de cada capitulo.

El primer capitulo, es el mds largo, discute en for-
ma general la quimica de los oligoelementos en sue-
los. Los puntos de vista son generales y este capitulo
igual a las 45 referencias, en su mayoria de tipo de
obras de referencia, proporcionan informacion gene-
ral incluyendo la década de los setenta.

sariva L.} from Costa Rica and Panamd Turrialba
34(3):275-286.

9 LOPEZ, R:SALAZAR, L. 1986 Nematodos asociados
al arre {(Oryza sative §.) en Costa Rica. 1L Varis-
ciones  imtraespecificas  en Tylenchorhynchus
agunularus (Cassidy, 19307 Golden, 1971, Turrislba
36(3):321-328

10 SIDDIQL MR 1976 Tylenchorhyvnchus  ammudatus
{=T. martini) Commonwealth Institute of
Helminthology. Descriptions of Plant  Parasitic
Nematodes No. 85. 4 p

13 WERGIN, WP 1981 Scunning clectron microscopic
technigues and applications {or usc in nematology
In Plant parasitic nematodes Vol Hi Ed. by 8 M
Zucherman, R A Rhode New York Academic
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El segundo capitulo sobre las necesidades de ofigo-
elementos de los cultivos alimenticios tropicales, pre-
senta informacion muy dtil y dificil de obtener.

Es particularmente interesante un subcapitulo que
refacione los problemas de oligoelementos con técni-
cas de manejo de cultivos v niveles de rendimientos.
Las 80 referencias reunen mucha informacién poco
cenocida pero bastante Bti para el lector Latinoame-
ricano

El tercer capitulo se refiere a los problemas de
micronutrimentos en la Asia {ropical. Las 171 refe-
rencias indican el trabajo voluminoso y la importancia
de este problema en la regién Las investigaciones en
la India y en las Filipinas son las mds voluminosas y
los problemas de arroz inundado han recibido una
considerable atencidn. Los problemas parecen ser
muliiples y en muchos lugares el trabajo es incipiente

El cuarto capitulo, el sepundo mds largo del volu-
men, se dedjca a los problemas de oligoelementos en
Latinoamérica y s¢ ajusta al titulo de la obra, estu-
diando principalmente la hibliografia de tipo general
y relacionada 2 los cultivos alimenticios, y adn asf se
Hega a 169 citas que incluyen informacion hasta en
revistas publicadas en 1982, Se presentan los proble-
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mas en relacién a las propiedades geologicas y clima-
tologicas de los ecosisternas de Latinoameérica

En el quinto capitulo se anaiiza os problemas de
oligoelementos en la parte tropical de Africa. Este
capitulo, un poco mds corto que los dos anteriores
y con solamente 111 referencias indica que se cono-
ce menos sobre la problemdtics en este continente,
a pesar de que este capitulo incluye en su discusion
alguna informacion también sobre cultivos perennes,
que no se hace en los otros capitulos.

El sexto capitule se dedica a los oligoelementos
y a la agroecologia de regiones tropicales y mediterra.
neas, £n este capitulo se aprovecha informacion de
un amplio estudio de la FAO que incluyd 24 paises
mediterrdneos v tropicales. Un subcapituio analiza
las relaciones de oligoelementos y clima, otro las
relaciones entre tipos de suelo y éstos, Solamente 28
referencias, pero de pran amplitud de informacién
concluyen el capitulo La determinacién de los micro-
nutrimentos en suelos tropicales es ¢l topico del
sétimo capitulo, por desgracia las 45 referencias sola-
mente conciernen a los aspectos generales del capitu-
lo y no informan sobre la variable metodologia usada,
siendo asi dificil ir a Ias fuentes de la informacion,

El capitulo octavo, uno de los mds breves, se refiers
al analisis de tejidos vegetales como técnica para de-
terminar deficiencia y excesos La bibliografia bastan-
te amplia de 121 referencias se refiere a {rabajos de
importancia general, casi sin mencionar trabajos del
tropico Por desgracis se presenta también un punto
de vista relativamente estrecho del autor dejando
sin mencionar enfoques tan importantes como el

sistema DRIS, aplicable también para andlisis de
oligoelernentos.

Una parte valiosa del capitulo es su enfoque en la
problematica analitica y en un andlisis 4til de errores
posibles y métodos para controlazlos.

E! noveno capitulo se dedica al abonamiento
con oligoelementos y 2 los abonos que contienen
estos materiales. Se analiza aqui las fuentes de
estos materiales, v su eficiencia agrondmica.

Fsta es una informacién bastante escasa y las
56 referencias serdn una buena contribucién a fa
informacion de los lectores.

El dltimo capitulo se refiere a las fuentes de ma-
teriales para la produccion de fertilizantes de oligo-
elementos.

Aungue esta informacidén es de poco uso, la mayo-
ria de los investigadores ayuda a entender los mate-
riales empleados y asi contribuyen a un mejor mane-
jo.

El libro tiene una presentacion sencilla y los auto-
res o el editor se preocuparon por un estilo claro y
comprensible aiin para lectores sin un profundo do-
minio del inglés y no debe faltar en las referencias de
quienes en una u otrz forma estdn relacionados con
la investigacion o ensefianza sobre oligoelementos en
los tropicos.
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