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RESUMEN

La correcta y confiable identificacion de nematodos fitoparasitos del género
Meloidogyne es importante para poder llevar a cabo estrategias de manejo integrado,
mejoramiento y cuarentena. Por ello, se requiere la aplicacion de técnicas complementarias
y confirmatorias como la PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa), para apoyar la
identificacion de especies realizada por métodos morfoldgicos y morfométricos. En el
presente trabajo se aisld6 30 poblaciones a partir de una sola masa de huevos
correspondientes al género Meloidogyne procedentes de diferentes partes del pais, se
adopté métodos de extraccion de acidos nucleicos a partir de uno y 10 juveniles de segundo
estado, una y 10 hembras y raices con nddulos, se aplico protocolos para la identificacion
de las especies de M. incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla mediante la técnica de
PCR utilizando iniciadores especificos y se comparo6 con la identificacion morfoldgica. De
las 30 poblaciones en estudio, 25 mostraron productos de amplificacion con los iniciadores
MIF/MIR e Inc-14k F/Inc-14k R, disefiados para la identificacion de M. incognita,
concordando con la identificacion morfologica segun el patrén perineal. Se obtuvo también
productos de amplificacion con el iniciador Fjav/Rjav para M. javanica en una poblacion
afectando tabaco, proveniente de Lambayeque, con el iniciador Far/Rar para M. arenaria
en una poblacion afectando vid, proveniente de Lima y con el primer DHF/DHR para M.
hapla en una poblacion afectando aguaymanto, proveniente de Cajamarca, concordando
estos resultados con la identificacion morfolégica segun el patron perineal. No se obtuvo
productos de amplificacién con los iniciadores evaluados en una poblacion de clavel,
proveniente de Ayacucho y una poblacidn que se encontraba afectando vid en Piura, lo cual
sugiere que deben realizarse otras pruebas moleculares como secuenciamiento para
determinar estds especies. El presente trabajo constituye el primero en utilizar métodos

moleculares para la identificacion de especies de Meloidogyne en el Perd.

Palabras claves: M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla, PCR, iniciadores

especificos, patrén perineal.



ABSTRACT

Correct and reliable identification of plant parasitic nematodes of the genus
Meloidogyne is important for effective nematode management, breeding and quarantine
purposes. Therefore, the use of complementary and confirmatory techniques such as PCR
(Polymerase Chain Reaction) is required to support the morphological and morphometric
identification methods. Thirty populations of root-knot nematodes from a single egg mass
were isolated from samples collected in different parts of the country. Methods of nucleic
acid extraction were adopted from one and ten second-stage juveniles (J2), one and ten
females and root-knots. Described specific primers were used to identify M. incognita, M.
javanica , M. arenaria and M. hapla and compared with morphological identification.
Twenty-five populations showed amplification products with the MIF/MIR and Inc-14k
F/Inc- 14k R primers designed for M. incognita, in agreement with the morphological
identification (perineal pattern). Amplification products were also obtained with Fjav/Rjav
primer designed for M. javanica in a population affecting tobacco from Lambayeque, M.
arenaria (Far/Rar primer) was identified in a population affecting grapes from Lima and M.
hapla (DHF/DHR primer) affecting Physalis peruviana (aguaymanto) in a population from
Cajamarca, all these results confirm the morphological identification. No amplification
products were obtained with primers evaluated in population affecting carnation from
Ayacucho and grapes fron Piura, suggesting that other molecular tests such sequencing
should be performed to determine these species. The present work is the first carried out on

molecular identification of Meloidogyne species in Peru.

Key Words: M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla, PCR, specific primers,

perineal pattern.



. INTRODUCCION

Los nematodos fitoparasitos del género Meloidogyne son endoparasitos
sedentarios obligados de gran importancia econémica y constituyen uno de los
principales factores limitantes en la produccion de campos de cultivos en paises
tropicales y subtropicales. A esto se suman las estrategias de manejo empleadas para su
control que involucran el uso de productos quimicos, que conllevan a un mayor gasto

economico y problemas de residuos y contaminacion.

Meloidogyne spp. es un nematodo polifago, capaz de parasitar 3000 especies de
plantas, entre silvestres y cultivadas. Ademas de ello, debido al exitoso parasitismo y
alta especializacion desarrollada en su hospedante, asi como su permanencia en el suelo,

son de dificil erradicacion, constituyendo un problema de importancia global.

La correcta identificacion de nematodos presentes en un campo de cultivo, tiene
implicaciones importantes en muchas areas, incluyendo la sistematica (taxonomia y
filogenia), la genética de poblaciones, ecologia y epidemiologia y es también
fundamental para la implementacion de medidas de manejo y control, como el uso de
cultivares resistentes, la rotacion de cultivos y el establecimiento de medidas

cuarentenarias.

Existen diferentes métodos para la identificacion de nematodos, con frecuencia
son identificados sobre la base de caracteristicas morfolégicas y morfométricas, el
hospedante que parasitan, su efecto patoldgico en el hospedante o su origen geografico.
Sin embargo, estos criterios tienen ciertas limitaciones al llevar a cabo una

identificacion especifica y necesitan de métodos complementarios y confirmatorios.

El método morfoldgico constituye el método de rutina en los laboratorios de
nematologia, y se desarrolla generalmente mediante el analisis de patrones perineales de
hembras y otras caracteristicas morfoldgicas como la forma de la cabeza de machos y
estilete de hembras, también es de utilidad la prueba de hospedantes diferenciales, la
caracterizacion fenotipica de isoenzimas de hembras adultas y recientemente el

diagndstico molecular mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa).

Los métodos moleculares basados en PCR, se caracterizan por su alta

sensibilidad y especificidad, permitiendo la amplificacion de genes o fragmentos de



genes a partir de cantidades muy pequefias. Estos métodos vienen revolucionado la
taxonomia y la genética de nematodos y constituyen una herramienta importante en la
deteccion de nematodos fitopatdgenos. Ademaés de ello, su implementacion tiene un
efecto en el tiempo que implica un diagnostico correcto y confiable, ya que este se ve
reducido; siendo esto importante, especialmente cuando se trata de nematodos

cuarentenados.

En el presente trabajo, se aplicé la técnica de PCR, utilizando iniciadores
especificos, para el diagnostico molecular de especies de Meloidogyne presentes en
poblaciones provenientes de diferentes departamentos de Perd, y de esta manera
contribuir para una identificacién mas sensible, rapida y confiable de estas especies. Se

tuvo los siguientes objetivos:

1. Obtener poblaciones de nematodos correspondientes a Meloidogyne spp.,
procedentes de diferentes partes del pais y realizar su identificacion morfoldgica.
2. Aplicar protocolos para la identificacion de las principales especies de
Meloidogyne spp. (M. incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla),
mediante PCR, utilizando iniciadores especificos y comparar los resultados

moleculares con la identificacion morfologica.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Meloidogyne spp.
2.1.1 CARACTERISTICAS GENERALES

Los nematodos endoparasitos sedentarios del género Meloidogyne constituyen
fitopatdgenos obligados altamente especializados. Esta caracteristica, junto con su
amplia distribucion en el mundo, su extenso rango de hospedantes y su interaccion con
otros fitopatdgenos en complejos de enfermedades, hacen que sea el fitonematodo de
mayor impacto econémico, objeto de diversas investigaciones, que incluyen estudios de

taxonomia, biologia, interacciones planta-nematodo y enfoques para su control.

La gravedad de los dafios causados por Meloidogyne spp. varian con la especie de
nematodo, la planta hospedante, las labores culturales, la época de siembra y el tipo de
suelo. Del mismo modo, los umbrales econémicos varian, dependiendo principalmente
de estos mismos factores. Son mayormente prevalentes en regiones con temperaturas

templadas y tropicales, las cuales favorecen también al cultivo hospedante.

Los estudios sobre Meloidogyne spp. se centran con frecuencia en las cuatro
principales especies: Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, Meloidogyne
arenaria y Meloidogyne hapla. El reconocimiento de estas cuatro especies como las
principales comienza al ser consideradas dentro de las cinco primeras especies descritas
por Chitwood en 1949. Luego, su extenso rango de hospedantes y distribucion global
contribuyeron en el reconocimiento de su importancia. EI Proyecto Internacional de
Meloidogyne reporta que constituyen el 95% de las especies identificadas de una
coleccion de aislamientos estudiados a nivel mundial, lo que fortalecié ain mas su

estatus de principales especies (Sasser et al., 1983).

2.1.2 UBICACION TAXONOMICA

El género Meloidogyne se ubica dentro de la siguiente clasificacién taxonémica:
(Canto-Séenz, 2010):



Phylum Nemata
Clase Secernentea, Von Linstow 1950, Dougherty 1958.
Orden Tylenchida, Thorne 1949.
Suborden Tylenchina, Chitwood 1950.
Superfamilia Tylenchoidea, Orley 1880.
Familia Heteroderidae, Filipjev, Schuurmans, Sterkhoven 1941
Subfamilia Meloidogyninae, Skarbilovich 1959.
Género Meloidogyne, Goldi 1892.

2.1.3 CICLO DE VIDA

Los huevos de Meloidogyne spp., se encuentran inmersos en una masa gelatinosa,
la cual los mantiene juntos y los protege tanto de las condiciones ambientales extremas
como de depredadores. Las masas gelatinosas estan compuestas por glicoproteinas y
también se les atribuye propiedades antimicrobianas. Generalmente, estdn depositadas
en la superficie de los nddulos, pero algunas veces se encuentran directamente sobre la
superficie o dentro del tejido de la raiz de la planta hospedante. La masa de huevos es
inicialmente suave, pegajosa Yy hialina, pero se hace mas firme y de color marrén oscuro
con el tiempo (Moens et al., 2009). Se pueden encontrar mas de 1 000 huevos en una
masa, que puede ser mas grande que el cuerpo de la hembra (Taylor y Sasser, 1983).

El desarrollo del huevo comienza breves horas después de la ovoposicion,
resultando en 2, 4, 8, 16 a mas células, hasta que se ve el primer estado juvenil
completamente formado, enrollado y con un estilete. Se puede mover dentro del huevo
pero no es muy activo. La primera muda tiene lugar en el huevo y no es dificil distinguir
la cuticula del primer estado juvenil, sobresaliendo mas alla de la cabeza del segundo
estado juvenil (J2). Poco después, este emerge rompiendo la membrana flexible del
huevo, por medio de pinchazos repetidos con el estilete. La eclosion de los huevos es
influenciada por la temperatura y ocurre sin requerir ningun estimulo por parte de la raiz
de la planta, sin embargo los exudados radiculares algunas veces estimulan la eclosion

(Taylor y Sasser, 1983; Karssen y Moens, 2006).

El juvenil de segundo estado que ha emergido, se mueve a través del suelo en
busca de una raiz de la que pueda alimentarse. Su capacidad de sobrevivir se ve
reforzada por varias adaptaciones fisiologicas y bioquimicas, incluyendo la quiescencia

y la diapausa, y las reservas de lipidos que prolongan su viabilidad hasta que llega e
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invade la planta hospedante (Moens et al., 2009). La buasqueda de la raiz es al azar hasta
gque se acerca a unos cuantos centimetros. Luego, son atraidos por los exudados
radiculares, acumulandose y penetrando la raiz por la zona de elongacion debajo del
punto de crecimiento. Se considera que el diéxido de carbono es el factor mas
importante para atraer a los juveniles de segundo estado (Taylor y Sasser, 1983; Hussey

y Janssen, 2001; Karssen y Moens, 2006).

El juvenil de segundo estado penetra la raiz a través de algin punto de la zona
subapical donde la endodermis presenta escaso desarrollo y no constituye una barrera
fisica para el ingreso hacia el interior (Wyss et al., 1992). El nematodo avanza hasta el
tejido cortical y una vez alli la migracion continda intercelularmente hasta llegar al
cilindro vascular en diferenciacion. El avance a través del espacio intercelular se realiza
recurriendo a la separacion de la laminilla media por medios mecéanicos a través de
golpes de estilete, sin haberse precisado hasta la fecha si también concurren
mecanismos enzimaticos en el proceso. Cada juvenil establece su sitio permanente de
alimentacion una vez que alcanza el cilindro vascular (Hussey y Williamson, 1998).
Este sitio consiste en un conjunto de grandes células modificadas Ilamadas células
gigantes, caracterizadas por la presencia de muchos nacleos de gran tamario, altamente
lobulados, con nucléolos prominentes, un alto nimero de orgéanulos, citoplasma denso
con altas tasas metabdlicas y paredes engrosadas e invaginadas. Los nematodos
absorben los nutrientes del citoplasma directamente o a través de tubos de alimentacion
sintetizados con tal propdsito mediante las secreciones procedentes de las glandulas

subesofagicas dorsales (Hussey y Mims, 1991).

Varios estudios han documentado los efectos de la infeccion por nematodos en la
expresion génica. Algunos estudios en las células gigantes han revelado que el ARNm
de algunos genes puede estar presente en niveles muchas veces mayor que en células de
una raiz no infectada (He et al., 2005; Ramsey et. al, 2004). También se ha reportado
que los niveles de enzimas oxidoreductasas se incrementa, indicando un aumento en la

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

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



hospedante por medio del estilete, son sefiales moleculares que desencadenan la
activacion de rutas de sefializacion, que conducen a la supresion de la defensa del

hospedante y a la induccién de células gigantes (Abad et al., 2009).

Mientras se estan formando las células gigantes y los nddulos, aumenta el ancho
del nematodo y hay una dilatacion considerable de las glandulas esoféagicas. Las células
del primordio genital se dividen y este se agranda haciéndose notorio, dos
ramificaciones en la hembra o formando un cuerpo alargado en el macho (Taylor y
Sasser, 1983).

Cuando se completan la segunda y tercera muda en la hembra, evidenciadas por
las dos cuticulas desprendidas, el estilete y el bulbo esofagico medio desaparecen. Poco
después de la cuarta muda el estilete y el bulbo medio son regenerados, se forman el
utero y la vagina y el patron perineal se hace visible. La hembra de la cuarta etapa
continta aumentando de grosor y un poco mas de longitud, sufriendo la Gltima muda y
desarrollandose como hembra adulta, de forma piriforme. Las hembras pueden producir
huevos por dos a tres meses y viven algun tiempo mas después de que cesa la
produccién de huevos. El ciclo termina cuando la hembra pone su primer huevo (Taylor
y Sasser, 1983).

Después de la segunda y tercera muda en el macho, el estilete no es visible, el
bulbo esofagico medio se ha degenerado y sélo la génada se ha alargado. Luego ocurre
una rapida metamorfosis: el cuerpo alargado se desarrolla dentro de la cuticula,
completo con estilete, es6fago con bulbo medio, espiculas, y esperma en los testiculos.
El macho de la cuarta etapa es vermiforme y sufre una Gltima muda y emerge de la raiz
ya como adulto. No hay evidencia de alimentacién por parte de machos adultos y
pueden ser encontrados en especies partenogenéticas cuando las condiciones son
desfavorables para el desarrollo de la hembra, por ejemplo, cuando las densidades son
muy altas y hay una limitacion del suministro de alimentos. Los machos probablemente

viven solo semanas (Taylor y Sasser, 1983; Moens et al., 2009).

2.1.4 FORMA DE REPRODUCCION

Existen tres tipos de reproduccion dentro del género Meloidogyne: (a) anfimixis,
en el cual el esperma de los machos fertiliza los ovocitos en las hembras y

posteriormente se produce una meiosis, (b) partenogénesis meidtica facultativa, en el



cual en presencia de machos se produce una anfimixis, pero en su ausencia, se lleva a
cabo una meiosis en los ovocitos, con dos de sus nucleos, con una reduccion de
complemento cromosémico (el pronicleo y el segundo cuerpo polar), posteriormente se
fusionan (automixis), y (c) partenogénesis mitotica obligada, donde los machos no estan
involucrados y uno de los dos nudcleos producidos durante la division mitotica inicial
dentro del ovocito se deteriora y el otro se convierte en el precursor del embrion

posterior (apomixis) (Chitwood y Perry, 2009).

Sélo siete de las 37 especies de Meloidogyne descritas por Taylor y Sasser (1983),
fueron anfimicticas. Estas especies se consideran de menor importancia debido a su
restringida distribucion, baja gama de hospedantes y menor impacto economico. Al
igual que muchos nematodos del suelo, la mayoria de especies de Meloidogyne spp. son
partenogénicas. EI modo de reproduccion apomictico se encuentra en las especies mas
importantes en cuanto a su distribucion geografica e impacto agronémico. Las
poblaciones de una misma especie de Meloidogyne pueden ser diferentes en el modo de
reproduccion, por ejemplo, 29 de las 32 poblaciones estudiadas de M. hapla se
reprodujeron por partenogénesis meidtica facultativa, las otras por partenogénesis
mitotica. Una forma un poco diferente de la partenogénesis meiotica ha sido reportada
en M. floridensis, donde se produce una supresion de la segunda division en la
maduracion, lo que indica que esta especie tiene un tipo de partenogénesis intermedia
entre la partenogénesis meiotica con dos divisiones y la mitotica (Chitwood y Perry,
2009).

La mayoria de especies anfimicticas y automicticas son diploides, con un nimero
haploide de cromosomas (18). Mientras que la mayoria de especies apomicticas son
poliploides o aneuploides y por lo general muestran una amplia variacién en el nimero
de cromosomas (2n = 30-55 cromosomas). Las especies de Meloidogyne spp. también
se diferencian en su proporcion de machos y hembras, las especies con fertilizacion
cruzada por lo general tienen una proporcion de 1:1, mientras que las especies que se
reproducen por partenogénesis facultativa u obligatoria como M. hapla y M. incognita

tienen valores variables de dicha proporcion (Moens et. al, 2009).

Tanto en el género Meloidogyne, como en Globodera y Heterodera, los
cromosomas sexuales estan ausentes y la proporcion de machos y hembras puede estar

influida por factores ambientales. En las especies que se reproducen por partenogénesis



meidtica y mitdticas, el hacinamiento, la escasez de alimentos, las temperaturas
extremas u otras tensiones ambientales adversas, pueden dar lugar a la formacion de
machos por inversion sexual. Estos machos raramente inseminan hembras, e incluso
cuando lo hacen, una division mitotica en el ovocito inicia la embriogénesis sin fusion

con el nucleo de espermatozoide (Chitwood y Perry, 2009).

La inversion sexual ocurre cuando en condiciones desfavorables para el
nematodo, una vez formado el primordio genital de hembras, este cambia para dar lugar
a un nematodo macho. Dependiendo de la etapa de desarrollo en la cual ocurre la
inversion sexual, los machos involucrados pueden tener 1 o 2 gonadas de tamarfio
variable. La inversion sexual en un periodo inicial de desarrollo da lugar a machos con
un testiculo, casi indistinguible del de machos normales. La inversién sexual en una
etapa media de desarrollo del segundo estado da lugar a la degeneracién del nicleo de
una de las células que resulta en machos con un testiculo atrofiado y otro bien
desarrollado. La inversion sexual en un periodo mas avanzado resulta en machos con
dos testiculos de tamafio aproximadamente igual. Para explicar estos patrones de
desarrollo, se supone que la diferenciacion sexual es controlada por hormonas y que el
ambiente influye en el equilibrio hormonal, al afectar la expresion génica.
(Papadopoulou y Triantaphyllou, 1982; Karssen y Moens, 2006; Eisenback y Hunt,
2009).

2.1.5 FACTORES QUE AFECTAN EL DESARROLLO DEL NEMATODO

La temperatura, la humedad, la porosidad el suelo, la disponibilidad de oxigeno y
la presencia de toxinas, pueden limitar o detener el movimiento, el desarrollo y la
eclosion de huevos de los nematodos noduladores de la raiz (Curtis et al., 2009; Evans y
Perry, 2009).

La temperatura no sélo afecta la tasa de multiplicacion del nematodo sino tambiéen
su distribucidn, especialmente en relacion con la capacidad de sobrevivir a los efectos
de alta o baja temperatura. Dentro del género Meloidogyne hay dos grupos, terméfilos y
cridfilos, segun su capacidad de sobrevivir las transiciones de fase de lipidos que se
producen a 10 °C. Meloidogyne chitwoodi, M. hapla y Meloidogyne naasi son criofilos
y pueden sobrevivir en el suelo a temperaturas de hasta por debajo de 10 °C, mientras
gue M. javanica, M. arenaria y probablemente Meloidogyne exigua son termofilos y no

sobreviven en el suelo a temperaturas inferiores a 10 °C (Evans y Perry, 2009).
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Bird y Wallace (1966), realizaron un experimento en el que observaron la
influencia de la temperatura en la eclosion, movilidad, invasion y el crecimiento de M.
hapla y M. javanica. Generalmente, M. javanica requiere de rangos Optimos de
temperatura mayores que M. hapla. Los requerimientos de temperatura son distintos en
las diferentes actividades del nematodo; es asi que M. javanica requiere para la eclosion

temperaturas de 30 °C, a comparacion de M. hapla que requiere temperaturas de 25 °C.

Se debe tener en cuenta que las condiciones Optimas para las actividades y
procesos normales de ciclo de vida del nematodo pueden no ser ideales para su
supervivencia a largo plazo. Es asi que, Evans y Perry (2009), mencionan que Van
Gundy (1985), report6 que la temperatura 6ptima para el crecimiento y la reproduccion
de M. javanica es de 25-30 °C, mientras que la temperatura Optima para la

supervivencia de huevos y juvenil de segundo estado en el suelo es de 10-15 °C.

En una investigacion pionera, que sigue siendo relevante hoy en dia, Wallace
(1964), reconocio el papel esencial desempefiado por la humedad del suelo en la
supervivencia y eclosion de los huevos de Meloidogyne. La sequia excesiva puede
frenar o incluso matar al nematodo, igual ocurre con el encharcamiento prolongado, que
por falta de oxigeno en el suelo, el nematodo es también afectado. Todos los juveniles
de segundo estado requieren una pelicula de agua de cierto grosor para su circulacién en
el suelo (Curtis et al., 2009).

En cuanto a las propiedades fisicas del suelo destacan la porosidad, oxigenacion,
hidratacién y cantidad de materia organica (Magunacelaya y Dagnino, 1999). La textura
del suelo es otro factor de importancia pues la distribucién y la severidad del ataque del
nematodo dependen de ella. El dafio y pérdidas de produccion por nematodos
noduladores de la raiz son generalmente mas severos sobre suelos de textura arenosa
(Wallace, 1964), ya que en suelos pesados, la eclosion disminuye y el desplazamiento

del nematodo se hace mas lento.
2.1.6 SINTOMATOLOGIA

Los nematodos del género Meloidogyne se reproducen y alimentan de células
vegetales vivas modificadas en la raiz, en la que induce nddulos; de ahi su nombre
vernacular. Los sintomas aéreos son similares a los producidos en plantas que tienen un

sistema radicular afectado y en mal funcionamiento.
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El tamafio y la forma del nddulo dependen de la especie de nematodo, nimero de
nematodos en el tejido de la raiz, grado de susceptibilidad y edad de la planta
hospedante. En los nodulos formados puede haber una o mas hembras adultas,
localizadas en el cilindro central. Con respecto a la especie de nematodo; M. hapla es
especialmente conocida por la alta incidencia de las raices adventicias que se
desarrollan a partir de nddulos radiculares; Meloidogyne trifoliophila, en trébol, produce
nodulos alargados dentro de los cuales se encuentran incrustadas masas de huevos;
Meloidogyne partityla, en pecano, no forma nédulos y tanto la hembra madura como la

masa de huevos estan expuestos en la superficie de la raiz (Moens et. al, 2009).

Algunos nodulos en la raiz pueden ser muy pequefios y no se pueden reconocer,
Por ejemplo: en gramineas, rara vez se forman nodulos; en cebolla, los nédulos son
muy discretos, siendo notoria la produccion de masas de huevos; en camote y pimiento,
los nédulos son también generalmente pequefios. La mayoria de las plantas con raices
fibrosas o lefiosas forman nddulos pequefios o indistintos, especialmente al comienzo de
una temporada de cultivo o cuando la densidad de poblacion de nematodos es baja.
Otras especies tienen una tendencia a producir nédulos en el extremo de la raiz. El
algodon y el mani, son ejemplos de cultivos altamente sensibles en las que los nddulos
en la raiz pueden ser dificiles de detectar en forma temprana, en la temporada de
crecimiento; pero el gran nimero de nodulos pueden ser evidentes en la madurez del
cultivo. Las plantas con raices carnosas, especialmente las cucurbitdceas y tomate,
desarrollan nodulos facilmente detectables, a pesar de la baja incidencia de infeccion
(Luc et al., 1990; Moens et al., 2009).

Ademas de la formacién de nddulos, las raices de plantas muy infectadas, son
mucho mas cortas, con menos raices laterales y menos pelos radiculares; lo que conlleva
a la reduccion del sistema radicular. La deformacion en las raices y su ineficiencia
causan un desarrollo limitado; con una menor cantidad de hojas, las cuales son
pequefias y de color verde palido o amarillento; se observa marchitez y otros sintomas
propios de la deficiencia de agua y nutrientes, aun cuando éstos abunden en el suelo
(Taylor y Sasser, 1983; Agrios, 1996).

El ritmo rapido de desarrollo y reproduccion del nematodo, en plantas muy
susceptibles, permite el desarrollo de varias generaciones durante una temporada de

cultivo; dando lugar a grandes dafios agricolas. Estos dafios pueden consistir en diversos

10



grados de retraso en el crecimiento, falta de vigor y marchitez bajo estrés hidrico. La
infeccion secundaria por otros patdgenos a menudo resulta en una alta descomposicion
de los tejidos infectados. Al alterar la fisiologia de las plantas hospedante, los
nematodos no solo pueden reducir el rendimiento de los cultivos, sino también la
calidad del producto (Moens et al., 2009).

2.1.7 MECANISMOS ASOCIADOS A LOS SINTOMAS OBSERVADOS EN
PLANTAS

Las desviaciones sobre los procesos fisioldgicos normales que tienen lugar con el
parasitismo del nematodo y que explican la reduccion en el rendimiento de las plantas
afectadas, no se limitan a las funciones de la raiz, sino que abarcan igualmente a

procesos que ocurren en la parte aérea o a nivel de planta entera (Nico, 2002).

El efecto mas aparente del parasitismo de nematodos sobre la planta es una
reduccion general del crecimiento (Dropkin, 1989). Los nematodos reducen el
crecimiento de las plantas debido a que destruyen la estructura de las células y
consumen su contenido, interfiriendo en los procesos fisiolégicos normales y
modificando la expresion genética en la planta hospedante. Ademas de la disminucion
en el crecimiento, los sintomas asociados al parasitismo, a menudo son marchitez
temporal y aparentes deficiencias nutricionales en las hojas; manifestaciones de
alteraciones en dos funciones radicales basicas como son la absorcion de agua y la

nutricion mineral, respectivamente (Nico, 2002).

Los nematodos provocan una reduccién en la absorcion de agua debido a la
destruccidon mecéanica que provocan en las raices y a la consiguiente pérdida de biomasa
funcional. Sin embargo, se reporta que las relaciones hidricas en la planta se ven
afectadas en etapas tempranas de la infeccion, cuando el parasitismo adn no ha
originado destruccion de tejidos ni ha reducido la relacion raiz/parte aérea. El
parasitismo origina interrupciones en la corriente transpiratoria, particularmente con
nematodos que afectan a células ubicadas dentro del cilindro vascular. Como
consecuencia, la conductividad hidraulica disminuye en las raices, tal como lo
confirman estudios llevados a cabo en Meloidogyne spp. (Meon et al., 1978; Wilcox-
Lee y Loria, 1986). Las alteraciones en la relacién agua-planta a nivel radical se

traducen en desordenes hidricos que se evidencian en la parte aérea, como la caida del
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potencial hidrico de las hojas y alteraciones en los valores normales de conductividad

estomatica, transpiracion y eficiencia hidrica (Manzanilla-Ldpez et. al, 2004).

Otra funcion del sistema radical que sufre el efecto perjudicial del parasitismo de
los nematodos es la nutricion mineral. La magnitud de la alteracion varia ampliamente
de acuerdo con la especie de nematodo, el hospedante, las condiciones ambientales y el
tiempo transcurrido desde el comienzo de la infeccion (Hussey, 1985; Melakerberhan y
Webster, 1993). La reduccion en la absorcion de nutrientes minerales obedece
fundamentalmente a que la superficie activa para la misma se ve reducida tanto por el
dafio mecanico directo, como por la disminucion de emision de raices laterales y la
elongacion de las ya existentes. El perjuicio causado por los nematodos a la nutricién
mineral no se restringe al proceso de absorcion, sino que afecta igualmente a la
traslocacion de los mismos hacia la parte aérea. Este fendmeno es particularmente
notable en el caso de aquellas especies que se alojan en el cilindro vascular, como,

Meloidogyne spp. (Hussey y Williamson, 1998).

En algunos casos, esta circunstancia determina un comportamiento diferencial
entre los diversos elementos minerales esenciales y un desajuste entre los mismos. Asi,
aquellos nutrientes cuya via de traslocacién es preferentemente simplastica, sufren de
manera particular este efecto y terminan, de esta manera, concentrandose en la raiz y
haciendo sentir su deficiencia en la parte aérea. Esto permitiria explicar por qué N y K
son elementos particularmente sensibles al parasitismo por nematodos noduladores,
segun se demuestra en diversas investigaciones. Sin embargo, otros elementos como
Ca*, no se ven tan afectados o incluso se ven favorecidos en términos proporcionales

comparados con otros elementos (Melakerberhan et. al, 1985, 1987).

Wallace (1987), adoptando un punto de vista sistémico para el problema, sugiere
que las alteraciones provocadas modifican el proceso regulador que deriva en la
estabilidad u homeostasis, caracteristica de las plantas sanas. La alteracion en
determinados procesos normales desata reacciones en las rutas metabolicas y
mecanismos fisioldgicos que tienen lugar a continuacion y dependen de ellos (efecto

cascada).

El parasitismo de los nematodos causa efectos perjudiciales igualmente sobre la
fotosintesis (Melakerberhan y Webster, 1993; Hussey y Williamson, 1998). La
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reduccion en la cantidad total de CO2 asimilado ha sido demostrada en patosistemas
que involucran a nematodos noduladores como M. javanica (Loveys y Bird, 1973;
Meon et al., 1978), M. incognita (Melakerberhan et al., 1985; Melakerberhan y Ferris,
1989; Melakerberhan et al., 1990;). Por otra parte se comprobd que la reduccion en la
asimilacion de CO2 es proporcional a la duracién de la infeccion y a la densidad de

indculo empleada (Melakerberhan et al., 1986).

Al no existir un contacto directo entre el nematodo y los érganos aéreos
involucrados en la fotosintesis es de suponer que la reduccién en la produccion neta de
fotoasimilados responde a mecanismos indirectos, esto es, que existen procesos
intermedios cuya alteracion es la que determina, en Ultima instancia, la disfuncion de la
fotosintesis normal. La reduccion en la funcion fotosintética obedece, entre otras
razones, a la reduccion del area foliar (Poskuta et al., 1986), a una menor concentracion
de clorofila como consecuencia del deficit de N (Melakerberhan et al., 1985) y a la
reduccion de las tasas de intercambio gaseoso como consecuencia del estrés hidrico y
alteraciones en la funcion estomaética normal (Fatemy et al., 1985; Saeed et al., 1997).

2.2 METODOS DE IDENTIFICACION DE ESPECIES DE Meloidogyne spp.
2.2.1 IDENTIFICACION MORFOLOGICA

La identificacion cléasica de especies del género Meloidogyne esta basada en
caracteres morfolégicos y morfométricos. El procedimiento méas frecuente para su
identificacion es el estudio del patron perineal en la region posterior del cuerpo de los
especimenes hembras. Esta region comprende el area de la vulva-ano (el perineo), el
término de la cola, fasmidios, lineas laterales, y estriaciones cuticulares circundantes
(Hunt y Handoo, 2009).

Chitwood en 1949, fue el primero en indicar que los patrones perineales de
poblaciones puras de M. incognita y M. javanica sufrian variaciones morfoldgicas bajo
la influencia de factores como el hospedante. Es por ello que también son utilizadas
caracteristicas morfoldgicas de la region cefalica y estilete de la hembra, macho y
segundo estado juvenil; y forma y tamafio de la cola del segundo estado juvenil.
(Hirschmann, 1985; Eisenback, 1985; Eisenback y Hirschmann, 1991). Sin embrago los
caracteres del segundo estado juvenil son suplementarios y generalmente no son

utilizados en la identificacion rutinaria de especies (Magunacelaya y Dagnino, 1999).
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El tamafio de los nematodos fitoparasitos hace necesario el empleo de un
microscopio Optico compuesto para su observacién y medicion; asi como para la
realizacion de esquemas y fotografias de los especimenes y sus estructuras. También se
utiliza el microscopio electronico de rastreo o barrido, como una herramienta de trabajo
para el diagnostico, ya que permite ver con mucha mas claridad algunos detalles
morfologicos que son imprecisos utilizando el microscopio Optico compuesto; incluso
permiten evidenciar diferencias morfoldgicas entre poblaciones o razas de diferentes
especies. Entre los caracteres morfolégicos méas importantes revelados por el
microscopio electronico de rastreo se encuentran los de la region cefalica en hembras,
machos y juveniles, asi como detalles de las estructuras que se presentan en la cuticula y
region de la cola en hembras y machos (Rodriguez, 2000).

El estudio de los caracteres morfoldgicos y su descripcion va acompafiado de
dimensiones y radios (cocientes), establecidos y complementados con parametros
sefialados por varios autores a lo largo de los Gltimos afios. Sin embargo, debe
considerarse que una poblacion no debe identificarse Gnicamente con medidas, debido a
que éstas pueden ser variables e incluso pueden sobreponerse entre especies (Eisenback
etal., 1983).

2.2.2 PRUEBA DE HOSPEDANTES DIFERENCIALES

La prueba de hospedantes diferenciales otorga una indicacion preliminar de la
especie de Meloidogyne spp.; al comparar su capacidad de desarrollo con el cuadro de
respuesta tipica de las plantas hospedantes. Con esta prueba puede detectarse también
variaciones en el comportamiento parasitico y la capacidad patogénica dentro de
poblaciones de una especie dada; al observarse respuestas, significativamente diferentes
a la tipica (Eisenback et al., 1983).

La determinacion se basa en la respuesta de la poblacién que se encuentra en
estudio a seis hospedantes (Nicotiana tabacum L. cv NC-95; Gossypium hirsutum L. cv.
Deltapine 16; Capsicum annun L. cv. California Wonder; Citrullus vulgaris Schard cv.
Charleston Gray; Arachis hypogaea L. cv. Florunner, L. esculentum Mill. cv. Rutgers)
(Taylor y Sasser, 1983).

Se debe considerar que los resultados no pueden ser interpretados como el

establecimiento de un rango de hospedantes para estas especies y razas, ya que la
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resistencia del nematodo en diferentes cultivares varia ampliamente y evaluar todos los
cultivares de cualquier cultivo seria muy dificil. No se puede afirmar que una especie
determinada del nematodo nunca se reproduce en determinada especie de planta (Taylor
y Sasser, 1983; Eisenback et al., 1983).

Esta prueba tiene restricciones con respecto a la identificacion de nuevas especies,
ya que puede tratarse de una especie para la cual no hay informacion, o la que hay es
muy limitada. Sin embargo, su aplicacion es util para identificar las cuatro especies méas

comunes Y sus razas (Eisenback et al., 1983).
2.2.3 ANALISIS ELECTROFORETICOS DE PROTEINAS E ISOENZIMAS

Hussey (1979) y Esbenshade y Triantaphyllou (1985) describieron metodologias
para identificar especies de Meloidogyne spp. mediante electroforesis de proteinas e
isoenzimas. Estos fueron los primeros métodos moleculares aplicados en nematologia.
En los dltimos afios Carneiro et al. (2000) y Xu et al. (2004), evaluaron poblaciones
mediante andlisis de isoenzimas, reportando 18 y 5 fenotipos de esterasas

respectivamente.

Los extractos solubles de proteinas son separados en gel de poliacrilamida bajo un
campo eléctrico de acuerdo a su diferente masa molecular (PAGE). La electroforesis
bidimensional en gel de poliacrilamida (2-D- PAGE) puede también ser usada para una
mejor separacion. En este caso las proteinas son separadas en la primera dimensién de
acuerdo a su punto isoeléctrico y en la segunda de acuerdo a su masa molecular. Los
perfiles electroforéticos de isoenzimas, particularmente de esterasas EST (EC 3.1.1.1) y
malato deshidrogenasa MDH (EC 1.1.1.37) son diferentes para cada especie. También
se usan perfiles de super Oxido dismutasa SOD (1.15.1.1) glutamato-oxalacetato
transaminasa GOT (EC 2.6.1.1) (Karssen y Moens, 2006; Subbotin y Moens, 2006;
Blok y Powers, 2009).

Esta metodologia es muy sensible, siendo necesaria una sola hembra joven. La
comparacion de perfiles electroforéticos de esterasas muestra gran consistencia para
distinguir especies de Meloidogyne spp, sin embargo los perfiles de malato
deshidrogenasa ayudan en la identificacion cuando los perfiles de esterasas son

similares, como por ejemplo, con M. incognita y M. hapla (Williamson, 1991). Algunas
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especies, como M. arenaria, muestran varios perfiles diferentes, aunque esto puede

indicar de la existencia de especies cripticas (Hunt y Handoo, 2009).
2.2.4 ANALISIS MOLECULAR DE ACIDOS NUCLEICOS
a. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En los ultimos afos, los avances en biologia molecular y el empleo de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) por Mullis en el afio 1986, han facilitado el analisis
del genoma de los organismos, permitiendo una identificacion y diagndstico répido y
preciso de los mismos (Louws et al., 1999). Los andlisis basados en PCR son
especificos, muy sensitivos y permiten el estudio de un numero considerable de

muestras en menor tiempo que los métodos morfologicos (Michailides et al., 2005).

La PCR consiste en un método que permite multiplicar exponencialmente un
pequefio fragmento de ADN, con el objetivo de incrementarlo hasta niveles detectables,
es un procedimiento experimental que reproduce en el laboratorio un proceso esencial
en la vida de la célula; la replicacion del material genético. Requiere de un molde de
ADN (material de partida) que contiene la region a amplificar, iniciadores o cebadores
que flanquean la region de ADN patron que se desea amplificar, la ADN polimerasa
termoestable (Tag polimerasa o Pful) y cuatro trifosfatos desoxinucledtidos (dATP,

dCTP, dGTP, dTTP), para la sintesis de las cadenas complementarias, cofactores como

2+
el Mg vy un amortiguador de reaccion que optimizan la actividad de la ADN

polimerasa (Garcia, 2006).

Un iniciador esta formado por una pequefia secuencia de oligonucle6tidos (15-30
nucleétidos), que se utiliza en la sintesis de ADN en la PCR. Esta secuencia encuentra y
se une a su complemento en una de las bandas molde, lo cual permite que la ADN
polimerasa encuentre un lugar en donde iniciar la extension o elongacion de la molécula
de ADN. Los iniciadores pueden ser especificos a una secuencia de ADN o pueden ser
universales. Los iniciadores universales son complementarios a secuencias de
nucleotidos que son muy comunes en un grupo particular de moléculas de ADN, de este
modo, son capaces de unirse con una variedad de ADN de diferentes especies. Los
iniciadores correspondientes s6lo a determinadas especies son llamados iniciadores
especificos. Cuando las secuencias de las regiones del fragmento amplificado se

desconocen, la técnica puede ser aplicada con iniciadores degenerados, conteniendo una
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serie de opciones en varias posiciones en la secuencia que permite la amplificacion de

una variedad de secuencias relacionadas (Veilleux, 2004; Subbotin y Moens, 2006).

El procedimiento consiste en una sucesion de tres pasos determinado por las
condiciones de temperatura: (a) desnaturalizacion (94-96 °C durante 3-4 min.), (b)
alineamiento/union del iniciador (55-60 °C durante 1-2 min.) y (c) extension/elongacién
de la cadena de ADN (70-72 °C durante 1-2 min.). Se lleva a cabo por 30-40 ciclos.
Como resultado de la PCR, una molécula unica de ADN se amplifica en mas de un
billon de copias. Los productos amplificados resultantes se separan por electroforesis
segun su tamario en geles de poliacrilamida o agarosa y se visualizaran con bromuro de
etidio o algun otro colorante, que interactia con el ADN de doble cadena y hace que se
presentan fluorescencia bajo rayos ultravioleta (Subbotin y Moens, 2006).

b.  Empleo de biologia molecular en la identificacion de especies de Meloidogyne

Spp.

El primer método para la identificacion de Meloidogyne spp. basado en PCR
utilizando enzimas de restriccion, se informd por Harris et al. (1990), donde se logro
amplificar con éxito el ADN mitocondrial de especimenes aplastados en una gota de
agua estéril y luego afadidos a la reaccién de PCR. Posteriormente Powers y Harris
(1993), disefiaron iniciadores para amplificar la region ITS del gen mitocondrial que
codifica para citocromo oxidasa subunidad Il y el gen rRNA 16S y los utiliz6 para

identificar M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla y M. chitwoodi.

Desde 1994, Powers y Harris sefialaron que los métodos moleculares tendrian un
impacto en la sisteméatica de los nematodos. En la actualidad la aplicacion de la
sistematica molecular ha ayudado a resolver inconsistencias en la clasificacion

morfolodgica y filogenia de estos organismos (Dorris et al., 1999).

Hasta la fecha, los métodos moleculares basados en PCR, para la identificacion de
especies de Meloidogyne, incluyen en uso de regiones objetivos como: ADNmt (ADN
mitocondrial) (Powers y Harris, 1993; Stanton et al., 1997; Tigano et al., 2005; Powers
et al., 2005), ADNr (ADN ribosomico o ribosomal,) con perfiles de la region ITS
(espaciador transcrito interno) (Zijlstra, 1995, 1997; Zijlstra et al., 1997), region 1GS
(espaciador intergénico) (Blok et al., 1997; Peterson et al., 1997; Wishart et al., 2002) y
secuencias de genes 18S, 5.8 y 28S del ADNr. Lo métodos incluyen el uso de RFLP
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(polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion) (Xu et al., 2004), RAPD
(amplificacion aleatoria de ADN polimorfico) (Tigano et al., 2010), AFLP
(polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados) (Semblat et al., 1998), sondas
de ADN microsatélite y satélite (De Luca et al., 2002, Castagnone-Sereno et al., 1999),
LAMP (Amplificacion isotérmica mediada por lazo) (Niu et al., 2011), multiplex PCR
(Randing et al., 2002; Hu et al., 2011), iniciadores especificos SCAR (secuencias
caracterizadas de la region amplificada) (Zijlstra, 2000; Zijlstra et al., 2000; Randing et
al., 2002; Tigano et al., 2010) y PCR en tiempo real (Zijlstra y van Hoof, 2006; Toyota
et al., 2008; Berry et al., 2008; De Weerdt et al., 2011).

La estrategia mediante RFLP, consiste en la amplificacion de una region
conservada del genoma (presente en todas las especies) y su posterior digestion con
enzimas de restriccion que revelan las diferencias entre las especies. Esto trae como
resultado una serie de fragmentos de ADN que pueden ser ordenados por su tamafio y
visualizados en un gel, a través de electroforesis. Se obtiene un patrén de digestion
caracteristico para cada especie. Un trabajo pionero con esta metodologia fue el
realizado por Curran et al. (1985, 1986), donde el ADN fue aislado a partir de un gran

ndmero de huevos del nematodo.

Métodos mas recientes basados en la PCR han utilizado iniciadores que
distinguen a especies sin una etapa posterior de digestion. Los marcadores moleculares
RAPDs son obtenidos tras la amplificacion por PCR de segmentos al azar del ADN,
utilizando secuencias arbitrarias de oligonucleétidos iniciadores. Williamson et al.
(1997) sintetizaron iniciadores de PCR derivados de las secuencias RAPD,
posteriormente esta técnica fue usada por Zijlstra (2000) y Zijlstra et al. (2000), quienes
identificaron y secuenciaron fragmentos RAPD de M. chitwoodi, M. fallax, M.hapla, M.
incognita, M. javanica y M. arenaria para, a partir de éstos, disefiar iniciadores
especificos SCAR. Algunas especies ya han sido sometidas a procesos de clonacion y
secuenciacion, lo que ha permitido disefiar iniciadores especificos. Un iniciador SCAR
es un marcador molecular obtenido por la conversion de un unico producto del ADN
polimorfico amplificado al azar en un sitio de secuencia marcada. Diversos iniciadores
especificos SCAR han sido desarrollados por diferentes investigadores (Randing et al.,
2002; Dong et al., 2001; Meng et al., 2004; Tigano et al., 2010).
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En un comienzo se usé RFLP de secuencias amplificadas del ADNmt en la
identificacion de especies de Meloidogyne (Powers y Harris, 1993). En la actualidad el
empleo de regiones del ADNr se esta convirtiendo en la herramienta mas utilizada para

la identificacion de especies (Zijlstra et al., 1997).

Un mapa estructural del genoma mitocondrial del género Meloidogyne fue
publicado por Okimoto et al. (1991) (Figura 1). EI mapa mostro la ubicacion de 12
genes codificadores de proteinas, genes de ARNr (ARN ribosomal), y ARNt (ARN de
transferencia). EI ADNmt proporciona una rica fuente de marcadores genéticos para la
identificacion. El contenido de genes conservados entre los genomas mitocondriales
permite comparar enfoques experimentales similares a través de filos muy divergentes.
El Consorcio para el codigo de barras de la vida, ha aprovechado estas caracteristicas
mitocondriales proponiendo una iniciativa mundial en la que todas las especies
conocidas tienen un ‘“codigo de barras” de la secuencia de ADN de la subunidad
citocromo oxidasa | (COIl). Otra region del genoma mitocondrial de Meloidogyne
susceptible al desarrollo de técnicas de diagnostico es la porcion del genoma flanqueado
por el gen COIl y la porcion 5' del ARNr 16S (Powers y Harris, 1993). También se
reporta a la region de repeticion de 63 pb, la cual ha sido utilizada para la
caracterizacion de especies de Meloidogyne spp. (Stanton et al., 1997; Lunt et al., 1998;
Blok et al., 2002; Brito et al., 2004).
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Figura 1: Estructura del genoma mitocondrial de Meloidogyne, mostrando las

regiones mas utilizadas para su identificacion (Okimoto et al., 1991).
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La familia multigénica del ADNTr, esta conformada por muchas copias de genes
que codifican para los componentes ribosomales: 5.8S, 18S y 28S. En la mayoria de los
eucariotas, la organizacion 5' a 3' de esta familia de genes consiste en un espaciador
transcrito externo (ETS), el gen 18S (SSU), un espaciador transcrito interno (ITS1), el
gen 5.8S, un ITS2, el gen 28S (LSU) y el espaciador intergénico (IGS). La region IGS
es seguida por otra copia de la familia génica (Garcia, 2006; Blok y Powers, 2009),
dentro de la regidn IGS se encuentra el gen 5S (Wishart et al., 2002) (Figura 2).

El gen 18S consiste en la subunidad ribosomal pequefia (SSU), mientras que el
gen 28S consiste en la subunidad ribosomal grande (LSU). La SSU nuclear del ADNr es
una de las regiones de ADN maés conservadas, por lo cual han resultado dtiles en la
reconstruccion de ramas filogenéticas, incluyendo reinos, filos, clases y érdenes. El
grado de conservacion nucleotidica del gen 5.8S, el mas pequefio de la familia de
ADNIr, es similar al de la SSU, pero su tamafio es muy pequefio como para contener
informacion filogenética de peso, por esta razon es menos recomendable utilizar este
gen para analisis moleculares. La LSU nuclear del ADNr es mucho mas larga y muestra
mas variacion, comparandola con el gen 18S, ha demostrado ser util en el estudio de
relaciones filogenéticas en niveles bajos de categoria, como 6rdenes o familias. Las
regiones espaciadoras ITS e IGS, son reportadas para niveles ain mas bajos como
género, especie y poblaciones (Hwang y Kim, 1999). Recientemente se ha llevado a
cabo la diferenciacion de especies dificiles de distinguir mediante la comparacion de sus
secuencias 18S y D2/D3, que es una region variable dentro del gen 28S (Landa et al.,
2008).

5 3

- I1GS . 1GS ITS 1 ITS 2
ETS ETS

Figura 2: Diagrama esquematico de la familia multigénica del ADN ribosomal
(ADNr) (Blok et al., 1997; Wishart et al., 2002).
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Las copias adyacentes de la unidad repetitiva ADNr se encuentran separadas por
la regién IGS, la cual generalmente es més variable que la ITS y contiene a menudo
elementos subrepetitivos, los cuales se piensa que funcionan como aumentadores de la
transcripcion (Wishart et al., 2002).

Las regiones espaciadoras del ADNr nuclear evolucionan mucho mas rapido que
las regiones codificantes. Por otro lado, las variaciones en las regiones codificantes del
ARNr son mucho més conservadas, ya que una mutaciéon en alguna de estas regiones
podria evitar la construccion efectiva de los ribosomas, lo cual afectaria de forma
negativa la maquinaria de la sintesis proteica (Hwang y Kim, 1999; Subbotin et al.,
2005).

Este arreglo de genes muy conservados Yy regiones espaciadoras menos
conservadas es lo que ha hecho de estos genes un objetivo muy utilizado, ya que
permite el disefio de iniciadores universales en secciones de secuencias conservadas, y
estos iniciadores pueden utilizarse para amplificar fragmentos homdlogos, tanto de
especies distantes como de especies estrechamente relacionadas (Garcia, 2006; Blok y
Powers, 2009).

También se ha utilizado la secuencia que traduce a la proteina de choque térmico
90 (Hsp90) para la diferenciacién de algunas especies de Meloidogyne spp., esta
proteina es muy conservada y se produce frente a un medio ambiente desfavorable o de
estrés (Skantar et al., 2004; Handoo et al., 2005).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo se realizé en las instalaciones del laboratorio de Nematologia de
la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM) y laboratorio e invernadero de
Nematologia de la Unidad del Centro de Diagnostico de Sanidad Vegetal del Servicio
Nacional de Sanidad Agraria (SENASA), donde se mantuvo las poblaciones aisladas de
Meloidogyne y se llevd a cabo la identificacion morfoldgica y laboratorio de Biologia
Molecular del Centro de Diagnostico de Sanidad Vegetal del Servicio Nacional de
Sanidad Agraria (SENASA), donde se llevd a cabo la identificacion por técnicas

moleculares.
3.2 COLECCION DE MUESTRAS

La colecta de muestras se realizd en diferentes departamentos del Per con ayuda
de una lampa de mano y cuando el suelo se encontraba en capacidad de campo. Estas
muestras consistieron en raices y suelo infestado con Meloidogyne spp. En el Cuadro 1
y Figura 3, se muestra los cultivos y lugares donde se realizé la colecta de las muestras.



Cuadro 1: Cultivos y lugares de colecta de muestras para la identificacion de

especies de Meloidogyne spp. por métodos morfologicos y PCR.

10
11
13
14
15
17
19
20
21
25
26
27a
28
29
30
31
33
34
35
37
38
39

32a

N
w

Hypericum sp.

Solanum tuberosum
Capsicum annuum (Piquillo)
Capsicum annuum (Pimiento)
Capsicum annuum (Pimiento)
Pisum sativum (Holantao)
Capsicum annuum (Pimiento)
Capsicum annuum (Pimiento)
Musa acuminata

Pisum sativum

Passiflora edulis

Capsicum annuum (Piquillo)
Capsicum baccatum
Cucurbita maxima

Capsicum baccatum

Solanum tuberosum

Solanum tuberosum
Capsicum baccatum
Lycopersicum sculentum
Olea europea

Musa acuminata

Musa acuminata
Lycopersicum sculentum
Theobroma cacao

Capsicum annuum (Pimiento)
Dathus caryophillus

Vitis sp.

Nicotiana tabacum

Vitis vinifera

Physalis peruviana (Aguaymanto)

Ancash
Apurimac
Arequipa
Ica

Ica

Ica

Ica

Ica

Junin

La Libertad
La Libertad
Lambayeque
Lima

Lima

Lima

Lima

Lima

Lima

Lima
Tacna
Tumbes
Tumbes

La Libertad
Huanuco
Ancash
Ayacucho
Piura
Lambayeque
Lima
Cajamarca
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Yungay
Chincheros
Caylloma

Ica

Ica

Ica

Ica

Ica
Chanchamayo
Santiago de Chuco
VirG
Lambayeque
Huaura

Lima
Barranca
Cariete
Barranca
Carfiete

Lima

Tacna
Tumbes
Tumbes
Trujillo
Leoncio Prado
Casma
Huamanga
Piura
Lambayeque
Cariete
Celendin

Yungay
Uranmarca

Majes

Villacuri
Arrabales
Arrabales

Los Aquijez
Pachacutec

San Luis de Shuaro
Santiago de Chuco
Virl

Olmos

Huacho

La Molina
Barranca

San Benito
Barranca

Imperial

Ate Vitarte

Inclan

Pampas de Hospital
Corrales

Laredo
Rupa-Rupa
Casma

Tambillo

Piura

Lambayeque
Nuevo imperial
José Galvez



Figura 3: Lugares de colecta de muestras para la identificacion de especies de
Meloidogyne spp. por métodos morfologicos y PCR, ubicados referencialmente en

mapa que muestra los departamentos del pais.
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3.3 MANTENIMIENTO DE PLANTAS DE TOMATE EN MACETAS CON
SUELO INFESTADO

Se sembraron semillas de tomate (Lycopercicum esculentum cv. Rio Grande), en
una mezcla de sustrato (turba inerte y arena, en proporcion 1:1), previamente

esterilizado en autoclave (121 °C; 1.1 atm. de presion durante 30 min.).

Después de aproximadamente dos semanas del establecimiento del semillero, las
plantulas de tomate se seleccionaron conforme su vigor, tamafio y nimero de hojas y
fueron trasplantadas a 30 macetas conteniendo las muestras de suelo colectado e
infestado con el nematodo. Las macetas utilizadas (500 cc. de capacidad), fueron

previamente lavadas y desinfectadas con hipoclorito de sodio (2.5 por ciento).

De esta manera se otorgd las condiciones necesarias para el desarrollo del ciclo

completo del nematodo, con la produccion final de masa de huevos.

3.4 ESTABLECIMIENTO DE POBLACIONES (A PARTIR DE UNA SOLA
MASA DE HUEVOS)

Transcurridos aproximadamente 60 dias del primer trasplante y al evidenciarse
nodulacion radicular, las raices de tomate fueron removidas de las macetas y lavadas

suavemente con agua de cafio.

Cada poblacion fue obtenida a partir de una sola masa de huevos. Para ello se
inoculé una masa de huevos (por cada poblacion) a plantulas de tomate, que fueron
previamente sembradas en un sustrato esterilizado (turba inerte y arena, en proporcion

1:1), contenido en vasos de plastico pequefios (50 cc. de capacidad) (Figura 4).

Transcurridos aproximadamente 60 dias de la inoculacién y al evidenciarse
nodulacion radicular, las raices de tomate fueron removidas de los vasos de pléastico y
lavadas suavemente con agua de cafio. Posteriormente, se repitié el procedimiento

anterior inoculando nuevamente una masa de huevos a plantulas de tomate (2 veces).

Luego de dos semanas, las plantulas a las cuales se les realizdé la segunda
inoculacion de una masa de huevos, fueron trasplantadas a macetas (500 cc. de
capacidad) conteniendo sustrato esterilizado (tierra agricola y arena, en proporcion 1:1).
Las macetas fueron rotuladas y mantenidas en invernadero, a una temperatura ambiental
de (25 £ 4 °C) y una humedad relativa de 80-90 por ciento (Figura 5).
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Figura 4: Extraccion e inoculacion de una masa de huevos de Meloidogyne a
plantulas de tomate para la obtencion de poblaciones aislada. A: Vasos de
plastico conteniendo plantulas de tomates en sustrato estéril, B: Materiales
utilizados en la extraccion, C: Nodulacién radicular ocacionada por el nematodo,
D: Masa de huevos en raiz, E: Hembra y masa de huevos en raiz, F: Inoculacién
de masa de huevos extraida a plantula de tomate, G y H: Nodulacion radicular

observada en tomate inoculado, luego de 60 dias.
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Figura 5: Poblaciones a partir de una sola masa de huevos de Meloidogyne spp.,
mantenidas en invernadero. A: Plantulas de tomate inoculadas con una masa de
huevos (segunda repeticion). B y C: Poblaciones a partir de una sola masa de
huevos de Meloidogyne spp., luego de 28 dias de trasplante de tomate, D:
Poblaciones a partir de una sola masa de huevos de Meloidogyne spp., luego de 60

dias de trasplante de tomate.
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Al cabo de 60 dias, las plantas fueron removidas de las macetas (Figura 6) y se
procedid a la extraccion de especimenes para la identificacion morfoldgica y extraccion

de &cidos nucleicos para las pruebas moleculares.

Figura 6: Remocion de plantas de las macetas conteniendo las poblaciones a partir
de una sola masa de huevos de Meloidogyne spp. A: Planta de tomate luego de 60
dias de transplante, B: Remocion de raices de planta de tomate, C y D: Nodulacion

radicular ocasionada por el nematodo.
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3.5 EXTRACCION Y MONTAJE DE HEMBRAS DE Meloidogyne spp.

Las raices fueron lavadas cuidadosamente sumergiéndolas en un deposito

conteniendo agua, evitando el desprendimiento de las masas de huevos.

Con la ayuda de un microscopio estereoscépico y agujas de diseccién se abrid el
tejido afectado tratando de no dafar las hembras maduras, las cuales fueron transferidas

a &cido lactico al 45 %, donde permanecieron por al menos 24 horas.

Se extrajo 10 hembras maduras con sus respectivas masas de huevos y se realizaron
montajes de sus patrones perineales, los cuales fueron observados en microscopio

Optico con 600 y 1200 aumentos.

Para la realizacion de los montajes del patron perineal (Figura 7); con la ayuda del
microscopio estereoscopico se ubico el disefio perineal en la hembra madura y se
procedi6 a cortarlo en forma rectangular. Los cortes perineales fueron colocados en un
portaobjeto conteniendo una pequefia gota de glicerina; orientando la vulva del disefio
hacia la parte superior del portaobjeto, asi como la parte interior de la cubierta del
cuerpo hacia abajo. Se colocé un cubreobjeto y se sell6 con esmalte de ufias, colocando

las etiquetas con su cddigo respectivo.

3.6 EXTRACCION DE ESPECIMENES MACHOS Y JUVENILES DE
SEGUNDO ESTADO DE Meloidogyne spp.

La extraccion de machos se realiz6 incubando 10 gramos de raices infectadas con
Meloidogyne spp., procedentes de las poblaciones aisladas; en agua de cafio y
propiciandoles aireacion con una bomba de pecera pequefia. Luego, los especimenes
fueron recogidos en tamiz de 500 mesh, y fueron observados en microscopio éptico con
100, 400, 600 y 1200 aumentos.

Para la extraccién de juveniles de segundo estado, con aguda de agujas de diseccién
se separaron masas de huevos y se las coloco en agua de cafio para propiciar la eclosion
de huevos en juveniles, luego fueron observados en microscopio optico con 100, 400,
600 y 1200 aumentos.
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Figura 7: Extraccion de espécimen hembra de Meloidogyne sp. y corte del patrén
perineal, para su identificacion morfoldgica. A y B: Separacion de masa de huevos
de la hembra madura del nematodo, C y D: Corte a nivel de cabeza del espécimen
hembra y eliminacion del material contenido dentro del cuerpo, E y F: Ubicacion
del patron perineal en la parte posterior del espécimen hembra y corte en forma

rectangular con el patron perineal en el centro.
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3.7 IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE POBLACIONES DE Meloidogyne
Spp.

Las caracteristicas usadas para la identificacion de especies de Meloidogyne spp. se
basaron principalmente en la morfologia del patron perineal de las hembras y la
morfologia de la cabeza de los especimenes machos que pudieron extraerse. La
interpretacion de estas observaciones se realizd segun las caracteristicas e ilustraciones
descritas por varios autores (Eisenback et. al, 1983; Taylor y Sasser, 1983; Eisenback,
1985; Hunt y Handoo, 2009).

Los caracteres morfolégicos del patron perineal (Figura 8) usados en la
identificacion fueron: forma del disefio perineal (rectangular, circular, oval, piriforme,
de reloj de arena, etc.), arco dorsal (alto, bajo redondeado, aplanado), lineas laterales
(presentes o ausentes), forma de las estrias (finas, gruesas, cortas, quebradas, lisas,
onduladas, en zigzag), hombreras (presentes o ausentes), puntuaciones al término de la
cola (presentes o ausentes), alas en uno o a ambos lados del disefio (presentes o
ausentes). Los caracteres particulares que permitieron llegar a una identificacion de

especies se mencionan en el Cuadro 2.

Para el caso de especimenes machos, los caracteres morfoldgicos y morfométricos
(Figura 9) usados en la identificacion fueron: forma del contorno del disco labial, forma
de la capsula y region cefalica y distancia desde el orificio de la glandula esofégica
dorsal a la base del estilete (DGED). Los caracteres particulares de especimenes
machos, que complementaron la identificacion morfologica de especies, fueron los

mencionados en el Cuadro 3.
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Figura 8: Morfologia general del patron perineal de un espécimen hembra de

Meloidogyne spp. (Eisenback et. al, 1983).
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Figura 9: Vista lateral de la morfologia basica de la cabeza y estilete de un

espécimen macho de Meloidogyne spp. (Eisenback et. al, 1983).
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Cuadro 2: Caracteristicas usadas para la identificacion de Meloidogyne incognita,

M. javanica, M. arenaria y M. hapla basadas en el patron perineal de la hembra en

oviposicion (Eisenback et. al, 1983).

Meloidogyne incognita Meloidogyne javanica

Avrco dorsal alto y cuadrado
perineal

Sin lineas laterales claramente
lateral visibles

Lisas a onduladas,
moderadamente finas
Frecuentemente se observan
estrias que se dirigen hacia la
vulva

Region
perivulvar

Redondeado con arco dorsal bajo a
moderadamente alto
Lineas laterales claramente visibles
formando doble incisuras
Lisas a onduladas, moderadamente
finas
Frecuentemente se observan estrias
que se dirigen hacia la vulva

Meloidogyne arenaria Meloidogyne hapla

Arco dorsal de redondeado a
aplanado

Patron
perineal

Sin lineas laterales claramente
visibles

Campo
lateral

Estrias Estrias dorsales y ventrales
bifurcadas, uniéndose en angulo
en los campos laterales, estrias
dorsales con ondulaciones
pronunciadas, formando una
“hombrera” en el arco.

Se puede presentar estrias que se
prolongan lateralmente para
formar una o dos alas.
Algunas estrias se dirigen hacia la

vulva

,
s

Region
perivulvar
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Varia de hexagonal casi
redondeado a ovalo aplanado; arco
dorsal generalmente es aplanado.
Frecuentemente con puntuaciones
en el &rea donde termina la cola.
Las lineas laterales no son visibles,
aunque pueden estar indicadas por
ligeras irregularidades en las estrias
0 porque las estrias dorsales y
ventrales se unen formando un
angulo
Lisas a onduladas.
Algunas estrias pueden prolongarse
lateralmente y formar una o dos
alas

Algunas estrias se dirigen hacia la
vulva



Cuadro 3: Caracteristicas usadas para la identificacion de Meloidogyne incognita,

M. javanica, M. arenaria y M. hapla basadas en la cabeza de especimenes machos

(Eisenback et. al, 1983, Eisenback, 1985).

Plana a cdncava, el disco
labial sobresale (mas alto)
sobre labios medios.
No separada, generalmente
dos o tres anulaciones

Cépsula cefalica

Region Cefalica

incompletas
Longitud del 23-25 (24)
estilete (um)
Cono del Estilete Punta roma

Cilindrico, frecuentemente
angosto cerca a los nédulos
Separados, redondeados o
transversalmente elongados
Corto 2-4 (3)

Columna (Eje)
del Estilete
Nodulos basales
del estilete
DGED (um

Capsula cefalica Baja, con declive hacia la
parte posterior, ensanchada
posteriormente
No separada, lisa 0
generalmente 2 0 3
anulaciones incompletas

20-25 (22)

Region Cefalica

Longitud del
estilete (um)
@l R= e Punta aguda, cono amplio y
robusto.
Cilindrico, frecuentemente
ensanchado cerca a los

nédulos

Columna (Eje)
del Estilete

N[l B[RRI No separados, inclinado hacia
atrés , fusionado con el eje

Largo 4-7 (5.5)

del estilete
DGED (um)
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Meloidogyne incognita Meloidogyne javanica

Alta, ancha y redondeada,
separada de region de la cabeza,
pero casi tan ancha que esta.
No separada, lisa o generalmente
dos o tres anulaciones
incompletas
18-22 (20)

Punta aguda, cono recto
Cilindrico, frecuentemente
angosto cerca a los nédulos

Separados, muy ensanchados

Corto 2-4 (3)

Meloidogyne arenaria Meloidogyne hapla

Alta y angosta en comparacion
con la region cefalica

Separada del cuerpo, lisa

Raza 1: 17-23 (20)

Raza 2: 19-23 (21)
Punta aguda, cono angosto y
delicado
Raza 1:Cilindrico, ensanchado
cerca a los nédulos
Raza 2: Cilindrico, angosto
cerca a los nédulos
Pequefios y redondeados

Largo 4-6 (5)



3.8 IDENTIFICACION MOLECULAR MEDIANTE PCR DE POBLACIONES
DE Meloidogyne spp.

3.8.1 EXTRACCION DE ADN DE Meloidogyne spp.

Luego de realizar la identificacion morfoldgica, se extrajo especimenes hembras
del nematodo, masas de huevos, de las cuales se obtuvo juveniles de segundo estado y
se tomo parte de raices de las plantas a partir de las cuales se obtuvo el ADN para las

pruebas moleculares.

a. Extraccion de ADN a partir de juveniles de segundo estado (J2): Método de

extraccion de ADN usando buffer de lisis (Figura 10)

Se llevé a cabo la metodologia reportada por McClure et al. (2012) y Williams et
al. (1992), modificando los tiempos de incubacion en el termociclador, ya que con un
mayor tiempo a 60 °C y 95°C se obtuvo productos de amplificacion méas nitidos en el
gel, ademas de ello la cantidad de buffer empleado fue mayor (40 pl), lo cual permitid
llevar a cabo mayor nimero de reacciones por muestra trabajada. Esta metodologia se

detalla a continuacion:

- Se tomaron 40 pl de buffer de lisis (ANEXO 1) y se colocaron en un tubo
pequefio.

- Se colocaron 10 pl de buffer de lisis sobre una lamina cubre objeto.

- Sobre la gota de buffer de lisis se colocaron 1 y 10 juveniles de segundo
estado, los cuales fueron cortados por la mitad.

- Los nematodos cortados y el buffer de lisis fueron devueltos al tubo.

- Los tubos fueron congelados a - 20 °C por 15 minutos 0 mas.

- Los tubos se colocaron en el termociclador a 60 °C por 60 minutos y luego
para inactivar la proteinasa K a 95°C x 15 minutos.

- Se mantuvo en congelacién a - 20 °C, hasta su uso.
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1J2

A2

1012

Figura 10: Método de extraccion de ADN de Meloidogyne usando buffer de lisis.
Aly A2: Juveniles de segundo estado seleccionados para la extraccion de ADN, B1
y B2: Juveniles de segundo estado cortados por la mitad, C: Tubos conteniendo
buffer de lisis y especimenes cortados por la mitad, D: Termociclador utilizado
para el proceso de incubacién.
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b. Extraccion de ADN a partir de especimenes hembras: Método de extraccion

de ADN de Minipreparacion (Figura 11)

Se llevd a cabo la metodologia utilizada por Cenis (1992) y Karajeh et al. (2010),
reemplazando el uso del triturador cénico por un tip sellado en su punta y obviandose el
proceso de centrifugacion y lavado de pellet previo a la incorporacion del buffer. La

metodologia utilizada se detalla a continuacion:

- Se coloco uno y 10 especimenes hembras en hipoclorito de sodio al 0.5 por
ciento por pocos minutos y luego se lavaron con agua destilada estéril.

- Se colocaron 10 pl de buffer de extraccion (ANEXO 2) dentro de un tubo de
1.5 ml, donde los especimenes fueron aplastados.

- Se completd un volumen de 400 pl del buffer de extraccién y 10 ul de p —
mercaptoetanol (2.5 por ciento).

- Seagreg6 0.5 volumen de acetato de sodio 3 M, pH 5.2 y se llevé a -20 °C.

- Se centrifug6 a 13000 rpm por dos minutos, luego se tomé el sobrenadante y
se lo colocd en otro tubo.

- Se agrego6 dos volumenes de etanol absoluto frio (mantenido a -20°C) y se
llevd a -20 °C por una hora.

- Se centrifugd a 14000 rpm por tres minutos, formandose un precipitado.

- Se lavo el pellet agregando etanol al 70 por ciento y posteriormente etanol

absoluto.
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1 Hembra

A2

10 Hembras

Figura 11: Extraccién de ADN de Meloidogyne segun método de Minipreparacion.
Al y A2: Hembras maduras seleccionadas para la extraccién de ADN, Bl y B2:
Hembras maduras aplastadas con ayuda de un tip sellado en su punta, C: Tubo
conteniendo buffer de minipreparacibn y especimenes aplastados, D:
Incorporacion de Acetato de Sodio 3M, incubacion y centrifugacion, E:
Incorporacion de etanol absoluto frio, incubacién y centrifugacion, F: Lavado de
pellet conteniendo ADN con etanol 70 por ciento, G: Lavado de pellet conteniendo

ADN con etanol absoluto, H: Pellet conteniendo ADN.
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c.  Extraccion de ADN a partir de nédulos en raices: Método de extraccion de

acidos nucleicos CTAB segun Doyle y Doyle (1987), modificado (Figura 12)

Se llevo a cabo la metodologia utilizada por Doyle y Doyle (1987), modificando
las cantidades de buffers, las cuales han sido validadas previamente e incorporando
acetato de potasio 5M para ayudar a separar las proteinas denaturadas y polisacaridos de

los &cidos nucleicos. La metodologia utilizada se detalla a continuacion:

- Se triturd las raices en mortero con nitrégeno liquido y fueron colocadas en
un tubo de 1.5 ml.

- Se agregé buffer 10X CTAB, buffer 2X CTAB (ANEXO 3), B -
mercaptoetanol y proteinasa K, se agitd suavemente y se incubd por 45
minutos a 65 °C.

- Se agreg0 acetato de potasio 5 M y se llevo a -20 °C por 20 minutos, para
luego centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos y tomar el sobrenadante.

- Se agrego cloroformo alcohol isoamilico y se centrifug6 a 14000 rpm por 10
minutos, tomando el sobrenadante (se repitio dos veces).

- Se agreg0 isopropanol y se llevd a -20 °C por 20 minutos, para luego
centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos.

- Se lavo el pellet con alcohol al 70 por ciento y alcohol absoluto.

39



Figura 12: Método de extraccion de acidos nucleicos CTAB modificado, a partir de
nddulos radiculares. A: Trituracién de nddulos radiculares con nitrégeno liquido,
B: Incorporacion de buffer CTAB, p —mercaptoetanol y proteinasa K e incubacion,
C: Incorporacion de acetato de potasio 5M, incubacion y centrifugacion, D:
Incorporacion de cloroformo-alcohol isoamilico y centrifugacion, E: Incorporacion
de isopropanol, incubacion a -20 °C y centrifugacion, F: Lavado de pellet
conteniendo ADN con alcohol 70 por ciento, G: Lavado de pellet conteniendo ADN

con etanol absoluto, H: Secado de pellet a temperatura ambiente.
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3.8.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

a. Controles positivos utilizados para la identificacion de especies de Meloidogyne

Los controles positivos de M. incognita, M. javanica y M. arenaria fueron
proporcionados por la Dra. Vivian Blok del Instituto James Hutton, Escocia-Reino
Unido en forma de ADN y el control positivo de M. hapla fue proporcionado por el Dr.
Michael McClure de la Universidad de Arizona, Tucson-Arizona-USA como juveniles
de segundo estado (10 individuos), a partir del cual se extrajo ADN por el método de

extraccion de lisis.

b.  Estandarizacion de la técnica de PCR para la amplificacion de los iniciadores

evaluados

Se realiz6 una busqueda de trabajos de investigacion relacionados al disefio y
validacion de iniciadores especificos para la deteccion de especies de Meloidogyne. Los

iniciadores evaluados se indican en el Cuadro 4.

A fin de determinar las condiciones Optimas para la obtencion de una
amplificacion adecuada, fue necesario realizar varias experiencias. Se inicié con la
concentracion de reactivos propuestos por los autores que reportaron los iniciadores
escogidos; sin embargo, debido a que la amplificacion no siempre puede darse bajo
estas condiciones, fue necesario modificar las concentraciones de Cl,Mg y Taq
polimerasa (Promega), tiempo de cada ciclo en el termociclador y las temperaturas de
alineamiento de los iniciadores con el fin de obtener el acoplamiento adecuado a la
secuencia blanco, asi como la polimerizacion 6ptima del DNA. Las condiciones finales
de amplificacién se muestran en los Cuadros 5, 6, 7, 8 y 9.

Se utilizaron termocicladores TECHNE TC-512 y TC-412 con capacidad de 96
pocillos.

c.  Visualizacion de ADN amplificado por electroforesis

Se tomo 7 pl de producto amplificado por reaccion y se analizaron en un gel de
agarosa al 1.5 por ciento, en amortiguador TBE 1X. Se utilizé6 un marcador de peso
molecular de 100 pb.

La electroforesis fue llevada a cabo en cdmara horizontal a 90 V por una hora y

media aproximadamente, para luego revelar el gel con bromuro de etidio 0.5 ug/ml.
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Posteriormente, el gel fue observado en un transiluminador UV Bio-Rad y se

utilizé el programa de software Quantity One para la lectura respectiva.

Cuadro 4: Iniciadores evaluados para la identificacion de Meloidogyne incognita,

M. javanica, M. arenaria y M. hapla, en poblaciones provenientes de Peru.

Especie

M. incognita

M. incognita

M. incognita

M. javanica

M. arenaria

M. arenaria

M. hapla

Region
rDNA IGS

Mitocondrial
COlI-16S
rRNA

Nombre

MIF/MIR
INC-K14F/
INC-K14R

SEC-1F/

SEC-1R

Fjav/Rjav

Far/Rar

DAF/DAR

DHF/DHR

Iniciadores universales

194(5SF)/195
(18SR)

C2F3 (COIIR)

/1108(1RNAF)

Secuencia de iniciadores (5’-3°)

Iniciadores Especificos
GTGAGGATTCAGCTCCCCAG
ACGAGGAACATACTTCTCCGTCC
GGGATGTGTAAATGCTCCTG
CCCGCTACACCCTCAACTTC
GGGCAAGTAAGGATGCTCTG
GCACCTCTTTCATAGCCACG
GGTGCGCGATTGAACTGAGC
CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC
TCGGCGATAGAGGTAAATGAC
TCGGCGATAGACACTACAAACT
TCGAGGGCATCTAATAAAGG
GGGCTGAATATTCAAAGGAA
GGCTGAGCATAGTAGATGATGTT
ACCCATTAAAGAGGAGTTTTGC

TTAACTTGCCAGATCGGACG
TCTAATGAGCCGTACGC
TACCTTTGACCAATCACGCT
GGTCAATGTTCAGAAATTTGTGG
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Fuente Fragmento

amplificado

Meng et al. 999 pb
(2004)

Randig et al. 399 pb
(2002)

Tesafova et 502 pb
al. (2003)

Zijlstra et al. 670 pb
(2000)

Zijlstra et al. 420 pb
(2000)

Dong et al. 999 pb
(2001)

Dong et al. ~1500 pb
(2001)

Blok et al. Variable
(1997)

Powers y Variable
Harris

(1993)



Cuadro 5: Condiciones de amplificacion en PCR con

identificacion de Meloidogyne incognita.

iniciadores para la

Iniciador MIF/MIR INC-K14F/ INC- SEC1/SEC2
K14R
Buffer PCR 1X 1X 1X
C|2|\/|g 1.5 mM 2 mM 1.5mM
Dntps 0.2mM clu 0.2 mM c/u 0.2 mM c/u
Iniciador F 0.2 pM 0.2 puM 0.2 M
Iniciador R 0.2 pM 0.2puM 0.2 M
Taq 1U 1U 1U
Volumen 25l 25 pl 25 pl
Prog rama 94 °C 2 min 94 °C 5 min 94 °C 4 min
de PCR 94°C 30s 94°C 30s 94 °C 1 min
€ 60 °C 30s } 40 ciclos 58 °C 455 } 30 ciclos 58 °C 1 min } 40 ciclos
72 °C 1 min 70 °C 1 min 72°C 90s
72 °C 7 min 70 °C 8 min 72 °C 5min

Cuadro 6: Condiciones de amplificacion en PCR con iniciadores para la

identificacion de Meloidogyne javanica.

Iniciador Fjav/Rjav
Buffer PCR 1X
Cl2Mg 1.5mM
Dntps 0.2 mM c/u
Iniciador F 0.2 uM
Iniciador R 0.2 uM
Taq 1U
Volumen 25 ul
Programa 94 °C 2 min
de PCR

94°C 30s
62°C 30s } 35 ciclos
72 °C 1 min
72 °C 7 min
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Cuadro 7: Condiciones de amplificacion en

identificacion de Meloidogyne arenaria.

PCR con iniciadores para la

Iniciador Far/Rar DAF/DAR
Buffer PCR 1X 1X
Cl2Mg 1.5mM 15,2,3mM
Dntps 0.2 mM cfu 0.2 mM cfu
Iniciador F 0.2 M 0.2 M
Iniciador R 0.2 M 0.2 uM
Tag 1U 1U
Volumen 25 pl 15 pl
Programa 95 °C 2 min 94 °C 2 min
de PCR 95°C 1 min 96 °C 1 min

€ 62 °C 1min } 35 ciclos 50,54,58,62 °C 1 min

72°C 40's 72°C 90's
72 °C 5min 72 °C 7 min
No amplificd

Cuadro 8: Condiciones de amplificacion en PCR con iniciadores para la

identificacion de Meloidogyne hapla.

Iniciador DHF/DHR
Buffer PCR 1X
Cl2Mg 1.5mM
Dntps 0.2 mM c/u
Iniciador F 0.2 M
Iniciador R 0.2 puM
Taq 1U
Volumen 15 pl
Programa gg gm:g
de PCR 56 °C 1 min } 30 ciclos

72°C90s
72 °C 7 min
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Cuadro 9: Condiciones de amplificacion en PCR con iniciadores de

ribosomal IGS y region mitocondrial de Meloidogyne

Iniciador 194(5SF)/195 (18SR) 1108(1RNAF)/C2F3
(COIIR)

Buffer PCR 1X 1X
Cl2Mg 3mMm 3mM
Dntps 0.2 mM c/u 0.2 mM c/u
Iniciador F 0.2 uM 0.36 pM
Iniciador R 0.2 uM 0.36 pM
Taq 15U 15U
Volumen 25 pl 30 pl
Prog rama 94 °C 2 min 94 °C 2 min

94 °C 30s 96 °C 30s
de PCR 50°C 30s } 45 ciclos 50°C30s } 45 ciclos

72°C 90s 72°C 90s

72 °C 5min 72 °C 5 min
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IV. RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACION DE ESPECIES DE MELOIDOGYNE SEGUN EL
PATRON PERINEAL DE ESPECIMENES HEMBRAS

Mediante las descripciones y claves (Eisenback et. al, 1983; Taylor y Sasser,
1983; Eisenback, 1985; Hunt y Handoo, 2009), se determind las especies: Meloidogyne

incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla, en las poblaciones en estudio (Figura
13)

Poblacion 1 Poblacion 2

Poblacion 3

Figura 13: Patrones perineales de especimenes hembras de las 30 poblaciones de
Meloidogyne spp. evaluadas (Cuadro 1).



Poblacion 5 Poblacion 6

Poblacion 7

Poblacion 9 Poblacion 10

Figura 13: Patrones perineales de especimenes hembras de las 30 poblaciones de

Meloidogyne spp. evaluadas (Cuadro 1) (continuacion).
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Poblacion 11 Poblacion 12

Poblacion 15 Poblacion 16

Figura 13: Patrones perineales de especimenes hembras de las 30 poblaciones de
Meloidogyne spp. evaluadas (Cuadro 1) (continuacién).
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Poblacion 17 Poblacion 18

Poblacion 19 Poblacion 20

Poblacion 21 Poblacion 22

Figura 13: Patrones perineales de especimenes hembras de las 30 poblaciones de
Meloidogyne spp. evaluadas (Cuadro 1) (continuacién).
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Poblacion 23 Poblacion 24

Poblacion 25 Poblacion 26

Poblacion 27 Poblacién 28

Figura 13: Patrones perineales de especimenes hembras de las 30 poblaciones de
Meloidogyne spp. evaluadas (Cuadro 1) (continuacion).
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Poblacion 29 Poblacién 30

Figura 13: Patrones perineales de especimenes hembras de las 30 poblaciones de
Meloidogyne spp. evaluadas (Cuadro 1) (continuacion).

4.2 IDENTIFICACION DE ESPECIES DE MELOIDOGYNE MEDIANTE LA
FORMA DE LA CABEZA DE ESPECIMENES MACHOS DE ALGUNAS
POBLACIONES EVALUADAS

Las observaciones microscopicas de la cabeza de especimenes machos segln las
caracteristicas indicadas en el Cuadro 3, permitié distinguir a M. incognita (Figura 14),
M. arenaria (Figura 15) y M. hapla (Figura 16). No se pudo obtener especimenes

machos de todas las poblaciones.
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Figura 14: Forma de la cabeza de especimenes machos con caracteristicas de
Meloidogyne incognita correspondientes a las poblacion N° 23, proveniente de
tomate, La Libertad.
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Figura 15: Forma de la cabeza de especimenes machos con caracteristicas de
Meloidogyne arenaria correspondientes a la poblacion N° 29, proveniente de vid,
Lima.
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Figura 16: Forma de la cabeza de especimenes machos con caracteristicas de
Meloidogyne hapla correspondientes a la poblacion N° 30, proveniente de

aguaymanto, Cajamarca.
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4.3 IDENTIFICACION DE ESPECIES DE MELOIDOGYNE MEDIANTE
PRUEBAS MOLECULARES EMPLEANDO PCR

4.3.1 EVALUACION DE LOS METODOS DE EXTRACCION DE ACIDOS
NUCLEICOS

M L1 L2 M1 M2 C1ICNCP M

999 ph

Figura 17: Productos de amplificacién de PCR usando el iniciador MIF/MIR
(Meloidogyne incognita), con ADN obtenido de diferentes métodos de extraccion.
L1: Método de extraccion de Lisis a partir de un juvenil de segundo estado, L2:
Meétodo de extraccion de Lisis a partir de 10 juveniles de segundo estado, M1:
Método de extraccion de Minipreparacion a partir de un espécimen hembra,
M2: Método de extraccion de Minipreparacion a partir de 10 especimenes
hembras, C1: Método de extraccion de CTAB modificado a partir de ndédulos
radiculares, CP: Control positivo de M. incognita, CN: Control agua, sin ADN,
M: 100 bp ladder.
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M L1 L1 CP CN M

502 pb

Figura 18: Productos de amplificacion de PCR usando el iniciador SEC-
1F/SEC-1R (Meloidogyne incognita), con ADN obtenido a partir del método
de extraccion de lisis. L1: Método de extraccion de Lisis a partir de un
juvenil de segundo estado, CP: Control positivo de M. incognita, CN: Control
agua, sin ADN, M: 100 bp ladder.

M L1 L2 M1 M2C1 CNCP M

~ 1500 pb

Figura 19: Productos de amplificacion de PCR usando el iniciador DHF/DHR
(Meloidogyne hapla), con ADN obtenido de diferentes métodos de extraccion.
L1: Método de extraccion de Lisis a partir de un juvenil de segundo estado, L2:
Meétodo de extraccion de Lisis a partir de 10 juveniles de segundo estado, M1:
Metodo de extraccion de Minipreparacion a partir de un espécimen hembra,
M2: Metodo de extraccion de Minipreparacion a partir de 10 especimenes
hembras, C1: Método de extraccion de CTAB modificado a partir de ndédulos
radiculares, CP: Control positivo de M. hapla, CN: Control agua, sin ADN, M:
100 bp ladder.
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432 IDENTIFICACION MOLECULAR MEDIANTE PCR DE LAS
POBLACIONES DE MELOIDOGYNE UTILIZANDO INICIADORES
ESPECIFICOS

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1SCNCP M

cecopd Gmo <o RO ED - tw ew >o

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 CNCP M

933 pb

Figura 20: Productos de amplificacion de PCR usando el iniciador MIF/MIR
(Meloidogyne incognita), con ADN extraido de 10 juveniles de segundo estado
(J2) de 30 poblaciones de Meloidogyne (Cuadro 1), un control positivo (CP), un
control agua, sin ADN (CN) y 100 bp ladder (M).
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 CN CP M

399 ph

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 CNCP M

333 pb

Figura 21: Productos de amplificacion de PCR usando el iniciador INC-
K14F/INC-K14R (Meloidogyne incognita), con ADN extraido de 10 juveniles de
segundo estado (J2) de 30 poblaciones de Meloidogyne (Cuadro 1), un control
positivo (CP), un control agua, sin ADN (CN) y 100 bp ladder (M).



M 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 CNCP M

670 pb

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 CN CP M

670 pb

Figura 22: Productos de amplificacion de PCR usando el iniciador Fjav/Rjav

(Meloidogyne javanica), con ADN extraido de 10 juveniles de segundo estado
(J2) de 30 poblaciones de Meloidogyne (Cuadro 1), un control positivo (CP),
un control agua, sin ADN (CN) y 100 bp ladder (M).



M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 CNCP M

420 pb

M 16 1718 19 20 21 22 2324 25 26 27 28 29 30CNCP M

420 pb

Figura 23: Productos de amplificacion de PCR usando el iniciador Far/Rar
(Meloidogyne arenaria), con ADN extraido de 10 juveniles de segundo estado (J2)
de 30 poblaciones de Meloidogyne (Cuadro 1), un control positivo (CP), un
control agua, sin ADN (CN) y 100 bp ladder (M).
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1S CNCP M

~ 1500 pb

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 CNCP M

~ 1500 pb

Figura 24: Productos de amplificacion de PCR usando el iniciador
DHF/DHR (Meloidogyne hapla), con ADN extraido de 10 juveniles de
segundo estado (J2) de 30 poblaciones de Meloidogyne (Cuadro 1), un
control positivo (CP), un control agua, sin ADN (CN) y 100 bp ladder (M).
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Cuadro 10: Consolidado de identificacion molecular mediante iniciadores
especificos, con su respectivo peso de banda e identificacion morfolégica de
Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla, provenientes de Peru.

Co MIF/MIR | INC-K14F/INC- | Fjav/Rjav Far/Rar DHF/DHR Identificacion ldentificacion
(SCAR) K14R (SCAR) (SCAR) (SCAR) (SCAR) Molecular Morfoldgica

999 pb 399 pb M. incognita M. incognita

999 pb 399 pb M. incognita M. incognita

El -—---——
“ 999 pb 399 pb M. incognita M. incognita
=T e oo =
-“ m 399 pb --- M. incognita M. incognita
[ LA T (A
“ w 399 pb --- M. incognita M. incognita
[ I A N SN S S R
999 pb 399 pb M. incognita M. incognita
[ I A N N S S R——
999 pb 399 pb M. incognita M. incognita
[N I I NN NN S I R
999 pb 399 pb M. incognita M. incognita
[ I I N NN S A R
999 pb 399 pb M. incognita M. incognita
S I I AN NN S N R
999 pb 399 pb M. incognita M. incognita
AN I I N N S S E——
999 ph 399 pb M. incognita M. incognita
SN I I NN NN S A R
999 pb 399 pb M. incognita M. incognita
S I I NN NN S SN R
- Meloidogyne sp. Meloidogyne sp.
[l I I N NN S A N
- 670 pb - M. javanica M. javanica
] [Merenaria [ Marerara ]
-- --Fopb e —
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4.3.3 UTILIZACION DE INICIADORES DE LA REGION RIBOSOMAL IGS Y
REGION MITOCONDRIAL EN EL ANALISIS DE LAS POBLACIONES DE
MELOIDOGYNE

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

700 pb

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M

700 ph

Figura 25: Productos de amplificacion de PCR usando el iniciador
194(5SF)/195(18SR) (rDNA IGS), con ADN extraido de 10 juveniles de
segundo estado (J2) de 30 poblaciones de Meloidogyne (Cuadro 1), un
control positivo (CP), un control agua, sin ADN (CN) y 100 bp ladder (M).
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M 26 26 27 27 28 28 29 29 30 30 CNCN M

Figura 26: Productos de amplificacion de PCR wusando el iniciador
194(5SF)/195(18SR) (rDNA IGS), con ADN extraido de un juvenil de segundo
estado (J2) de las poblaciones N° 26, N° 27, N° 28, N° 29 y N° 30 de
Meloidogyne (Cuadro 1), un control agua, sin ADN (CN) y 100 bp ladder (M).

M CMN L1 L2 L3

Figura 27: Productos de amplificacion de PCR usando el iniciador C2F3
(COIIR) /1108(1RNAF), con ADN obtenido de diferentes métodos de
extraccion de la poblacién N° 30 proveniente de aguaymanto, Cajamarca. L1:
Meétodo de extraccion de Lisis a partir de un juvenil de segundo estado, L2:
Meétodo de extraccidn de Lisis a partir de 10 juveniles de segundo estado, L3:
Metodo de extraccion de Lisis a partir de un especimen hembra, CN: Control

agua, sin ADN, M: 100 bp ladder.
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Cuadro 11: Producto de amplificacion con su respectivo peso de banda, utilizando
iniciadores 194(5SF)/195 (18SR) de la region ribosomal 1GS.

194(5SF)/ | Reporte propuesto por Adam et Identificacién molecular con
195 al. (2007) iniciadores especificos evaluados
(18SR)

. ~720  Meloidogyne especie tropical Meloidogyne sp.
E ~720  Meloidogyne especie tropical M. arenaria
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V. DISCUSION

La aplicacién de biologia molecular en la identificacion de especies de
Meloidogyne spp. se ha incrementado en los ultimos afios, esto se debe a la alta
sensibilidad y precision de esta metodologia, que la consolidan como una herramienta

atil y complementaria a otras técnicas de identificacion.

Las técnicas moleculares, otorgan también algunas ventajas frente a otros métodos
de identificacion, como por ejemplo: en la realizacion de un diagnostico morfolégico es
necesario emplear un numero significativo de individuos, sin embargo, se puede
ejecutar una prueba molecular mediante PCR con el material obtenido de un sélo
juvenil infectivo, lo que resulta muy importante para el diagnéstico en muestras de

suelo que contengan pequerias cantidades de individuos.

Otra ventaja frente al analisis de isoenzimas y la identificacion morfoldgica
mediante el patron perineal del nematodo es que estos dos métodos requieren de
especimenes hembras, y los métodos moleculares no necesariamente. Por lo tanto,
debido a que las hembras del nematodo no estan disponibles en muestras de suelo, ya
que se desarrollan en las raices, y muchas veces se requiere el diagndstico antes de la
siembra del cultivo, estos métodos requieren mayor tiempo y espacio para establecer y
mantener las poblaciones hasta el desarrollo de hembras en las raices. Por el contrario,
los juveniles de segundo estado se encuentran en el suelo y el método de identificacidn
molecular que los utiliza resulta ser el mas indicado cuando sélo se dispone de este tipo
de muestras. En el presente trabajo se pudo demostrar el empleo de juveniles de
segundo estado y especimenes individuales en la identificacion de especies de

Meloidogyne por la técnica molecular de PCR.

Ademas de estas ventajas, se ha reportado que el uso de técnicas moleculares para
la deteccion de ciertos patdgenos tiene un costo menor que las técnicas convencionales,
sobre todo en microorganismos que requieren ser cultivados en laboratorio (Tokue et
al., 1992; Freymuth et al., 2006), ademas de ello se menciona que los costos, una vez
implementado un laboratorio de biologia molecular, se ven reducidos comparados con
los de una identificacion morfoldgica cuando se debe trabajar con un nimero elevado de
muestras y se debe contar con recursos humanos altamente especializados en la
identificacion de estas especies, como es el caso para el género Meloidogyne (Morgan

et al., 1998), donde los costos de una identificacion morfoldgica y molecular a nivel de



especie son aproximadamente 180 y 80 nuevos soles, respectivamente. Los valores de
sensibilidad, especificidad y valor predictivo positivo y negativo de facil interpretacion
seflalan que las pruebas moleculares son aceptables en las condiciones en que se

justifique su utilizacion, por las ventajas frente a otras metodologias.

Las identificaciobn morfoldgica de especies de Meloidogyne se dificulta por el
creciente nimero de especies descritas, existencia de especies cripticas y las variaciones
morfolégicas intraespecificas bajo la influencia de condiciones geogréaficas vy
ecoldgicas, que hacen indispensable el conocimiento del rango de variabilidad de una
caracteristica particular, en condiciones diferentes (Siddigi, 2000). Es asi que, los
patrones perineales de algunas especies de Meloidogyne como: Meloidogyne
paranaensis, Meloidogyne izalcoensis y Meloidogyne mayaguensis (ahora Meloidogyne
enterolobii) en café, han sido confundidos con el patréon perineal de M. incognita
(Carneiro et al., 2004, 2005). La especie M. enterolobii, fue reconocida cuando se
reportaron nddulos radiculares en raices de tomate resistentes a M. incognita en Florida
(Brito et al., 2004) y Meloidogyne floridensis fue reconocida al encontrarla en
portainjertos de melocoton resistentes (Handoo et al., 2004). Meloidogyne morocciensis
(Rammah y Hirschmann, 1990) y Meloidogyne hispanica (Hirschmann, 1986),
presentan también valores morfoldgicos y morfométricos que se superponen a los de las

especies de M. incognita, M. javanica y M. arenaria.

Estas dificultades han requerido la incorporacion de técnicas que incluyan,
ademéas del analisis de caracteristicas morfoldgicas, caracteristicas fisioldgicas y
moleculares, ya que la informacién morfoldgica sola, no es suficiente para determinar la
identidad de estas especies. A esto se suma que en los ultimos 20 afios, han sido
nominadas la mitad de las 97 especies de Meloidogyne (Hunt y Handoo, 2009), algunas
de ellas consideradas como especies emergentes, lo que significa que los campos
agricolas con multiples especies de Meloidogyne no son el Unico desafio de diagndstico,

sino que el interés mas basico es la naturaleza genética de este género.

Para llevar a cabo técnicas moleculares, es importante contar con una Optima
calidad y concentracion de acidos nucleicos, ya que son el punto de partida para llevar a
cabo una reaccién de PCR. Es por ello que se debe contar con metodologias de
extraccion adecuadas para obtener estas condiciones. Los resultados obtenidos en el

presente trabajo con el método de extraccion de ADN descrito por Doyle y Doyle

67



(1987), con modificaciones, a partir de nodulos en raices; el método de minipreparacion
(Cenis, 1992), a partir de una y 10 hembras adultas y el método de lisis (Williams et al.,
1992; McClure et al., 2012), a partir de una y 10 juveniles de segundo estado, indican
que utilizando estas metodologias es posible llevar a cabo amplificaciones en PCR con
los iniciadores empleados. Para la evaluacion de métodos de extraccion se utilizd los
iniciadores MIF/MIR (Meng et al., 2004), SEC-1F/SEC-1R (Tesafova et al., 2003) vy
DHF/DHR (Dong et al., 2001) (Figura 17, 18 y 19). Se debe tener en cuenta que la
cantidad y calidad de extraccion puede ser 6ptima con un iniciador méas que con otro, o
simplemente no serlo. Esto es debido a particularidades propias del iniciador como la
cantidad de region diana que se encuentran en las células, presencia de inhibidores de
PCR o blogueo de la reaccion por elevadas cantidades de acido nucleico.

Adam et al. (2007), propusieron una clave para la identificacion molecular de
siete especies de Meloidogyne spp., a partir de juveniles individuales, como una
secuencia de pasos, en un solo esquema con combinaciones de iniciadores que fueron
previamente reportados y validados. De sus evaluaciones, los iniciadores MIF/MIR
para M. incognita amplificaron productos a partir de ADN extraido de un sélo juvenil
de segundo estado, produciendo un fragmento de 999 pb. Ademas de ello Meng et al.
(2004), reportaron gue los iniciadores MIF/MIR pueden amplificar productos de tamafio
deseado a partir de un tercio de juveniles de segundo estado, machos y hembras. Esto
fue corroborado en el presente trabajo, donde se pudo obtener productos de
amplificacion a partir de un solo espécimen juvenil con este iniciador, utilizando el

método de extraccion de lisis (Figura 17).

Adam et al. (2007), también evaluaron los iniciadores Inc-14k F/Inc-14k R para
M. incognita (Randing et al., 2002) y no obtuvieron amplificaciones a partir de un sélo
juvenil de segundo estado. Sin embargo, Randing et al. (2002, 2004), utilizaron ADN
extraido de una masa de huevos, e indican que se puede utilizar cualquier estado del
nematodo, incluso la cuarta parte de una masa de huevos, para obtener una
amplificacion efectiva con estos iniciadores. En el presente trabajo se obtuvo productos
de 399 pb a partir de ADN extraido de 10 juveniles de segundo estado (Figura 21), lo
que demuestra que estos iniciadores tambien pueden ser utilizados si se cuenta con este
estado del nematodo. EI método de extraccién llevado a cabo por Adam et al. (2007)
fue similar al de lisis utilizado en el presente trabajo, exceptuando algunos componentes

del buffer empleado y el volumen total que en ese caso fue menor. Estos resultados
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también nos indican que es importante determinar el método de extraccion de ADN
adecuado para la obtencion de resultados positivos de amplificacion de productos de
PCR.

Ademaés de los iniciadores mencionados para la identificacion de M. incognita, se
pudieron dar las condiciones adecuadas para que usando el iniciador SEC-1F/SEC-1R
se puedan dar productos de amplificacion a partir de un juvenil de segundo estado,
produciendo un fragmento de 502 pb (Figura 18). Tesafova et al. (2003), menciona que
utilizé extracciones de ADN de nodulos, hembras y pocas cantidades de nematodos con
este iniciador, pero no a partir de estados juveniles individuales. Este iniciador fue
disefiado a partir de genes de una proteina de la glandula esofagica, los cuales,
mencionan, fueron disefiados para detectar M. incognita sin los inconvenientes de la
unién inespecifica del iniciador debido a que los genes de la proteina glandula esofagica
serian probablemente mas diferentes entre diversas especies y sus regiones altamente

conservadas (Tesafova et al., 2003).

El iniciador DHF/DHR para la identificacion de M. hapla fue desarrollado con
ADN extraido a partir de masas de huevos por el método de fenol/cloroformo (Dong et
al., 2001), sin embargo en el presente trabajo se pudo demostrar que también puede ser
utilizado material a partir de uno y 10 juveniles de segundo estado, una y 10 hembras y

nodulos de raices (Figura 19).

Para la evaluacion de las 30 poblaciones en estudio, se realizé la extracciéon de
ADN mediante el método de lisis a partir de 10 juveniles de segundo estado.
Veinticinco de éstas poblaciones (1-25), mostraron productos de amplificacion de PCR
correspondientes a M. incognita utilizando los iniciadores MIF/MIR e Inc-14k F/Inc-
14k R (Figuras 20 y 21), Estos resultados concuerdan con la identificacion morfol6gica
del patron perineal de M. incognita, llevada a cabo previamente, que mostré un arco
dorsal alto (Figura 13) y para el caso de especimenes machos una céapsula cefalica plana
a concava , con el disco labial sobresaliendo de labios medios y un DGED corto (2-4
um) (Figura 14).

Los iniciadores Fjav/Rjav amplificaron satisfactoriamente una banda del tamafio
esperado (670 pb) correspondientes a M. javanica, a partir de 10 juveniles de segundo

estado, provenientes de la poblacion 28 (Figura 22), confirmando asi la identificacién

69



morfologica del patron perineal para dicha poblacion que presento lineas laterales

claramente visibles formando doble incisuras (Figura 13).

Al utilizar los iniciadores Far/Rar, se obtuvo amplificacion de productos de 420
pb para M. arenaria, en la poblacion 29, a partir de 10 juveniles de segundo estado
(Figura 23). Al comparar caracteres morfoldgicos de la cabeza de especimenes machos,
de la misma poblacion, se observé una capsula cefélica baja, con declive hacia la parte
posterior, nodulos basales no separados, ligeramente fusionados con el eje y un DGED
largo (4-7 um) (Figura 15) y los disefios perineales de especimenes hembras
presentaron estrias dorsales y ventrales bifurcadas, uniéndose en angulo en los campos
laterales, estrias dorsales con ondulaciones, formando ‘“hombreras” (Figura 13),
confirmando asi la especie. Estos iniciadores, al igual que Fjav/Rjav, también fueron
incluidos en la clave de Adam et al. (2007), donde obtuvieron amplificaciones a partir

de ADN extraido de un solo juvenil de segundo estado.

Para la identificacion molecular de M. hapla, se evalué el par de iniciadores
DHF/DHR, desarrollados por Dong et al. (2001), los cuales amplificaron un fragmento
de aproximadamente 1500 pb., a partir de 10 juveniles de segundo estado provenientes
de la poblacion 30 (Figura 24). Estos resultados confirmaron la identificacion
morfolégica de acuerdo al patron perineal de la hembra, el cual mostré puntuaciones en
el area terminal de la cola (Figura 13) y a la forma de la cabeza de macho, que
evidencié una céapsula cefalica alta y angosta, una region cefalica lisa y separada del
cuerpo, un cono del estilete angosto y delicado y nddulos basales del estilete pequefios,
ademas de un DGED largo de 4-7 um. (Figura 16). También se pudo determinar que la
extraccion de ADN a partir de 3 juveniles de segundo estado conservados en DESS
(DMSO/ EDTA/ NaCl)) (control positivo utilizado en el presente trabajo), es efectiva
para la utilizacion de este par de iniciadores en la identificacion de M. hapla.

Para el desarrollo de los iniciadores especificos de las cuatro especies evaluadas,
empleados en el presente trabajo, se clonaron y secuenciaron fragmentos de ADN
obtenidos a través de RAPD-PCR. Los iniciadores SCAR, disefiados por Zijlstra (2000),
asi como el disefiado por Meng et al. (2004) han sido considerados en diversos estudios
para la identificacion de M. javanica , M. arenaria y M. incognita. Es asi que fueron
utilizados por Robertson et al. (2009), Devran et al. (2009), Karajeh et al. (2010), Hu et
al. (2011), Singh et al. (2012), Naz et al. (2012), Akyazi et al. (2012), quienes pudieron

70



Ilevar a cabo la identificacion correspondiente de especies del nematodo. En el presente
trabajo se pudo demostrar que estos iniciadores pueden ser empleados para la
diferenciacion de M. incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla en poblaciones
provenientes de Perd, incluso cuando solo se cuenta con especimenes juveniles de

segundo estado.

Los iniciadores DAF/DAR (M. arenaria), no pudieron amplificar ningun producto
a las condiciones probadas, esto concuerda con Devran et al. (2009), quién llevé a cabo
un estudio de identificacion de especies de Meloidogyne en Turquia, donde evalud sets
de iniciadores, y no obtuvo amplificaciones con el iniciador DAF/DAR. Esto debido
posiblemente a que es necesario realizar mayor nimero de ensayos para encontrar las
condiciones adecuadas de reproducibilidad, a la presencia de algin inhibidor para la
reaccion de PCR o a que el disefio de estos iniciadores no fue el adecuado.

La poblaciones 26 y 27, no amplificaron fragmentos del tamafio esperado con los
iniciadores especificos usados en el presente trabajo, pero si con el iniciador 194/195 de
la region ribosomal IGS, con el cual se obtuvo productos de amplificacion de
aproximadamente 720 pb. (Figura 25 y 26). La identificacion morfologica del patrén
perineal de estas poblaciones mostrd caracteristicas variables pudiendo ser confundidas
con las de las especies mas comunes. Estos resultados nos indican que posiblemente la
poblaciones 26 y 27 son especies diferentes a M. incognita, M. javanica, M. arenararia
y M. hapla, pero dentro de la denominacién de especies tropicales. Adam et al. (2007),
quienes utilizaron los mismos iniciadores especificos usados en el presente trabajo,
mencionan que la falta de identificacion de una muestra desconocida con estos, podria
ser causado también por un cambio en el sitio de union del iniciador que evita la
amplificacion del producto esperado o a un cambio en la region intermedia entre los
sitios de los iniciadores. Es por ello que para su identificacién, son necesarias otras

herramientas moleculares como secuenciamiento y su posterior analisis de secuencias.

Los pares de iniciadores 194/195 y C2F3/1108 han sido utilizados por Singh et al.
(2012), Onkendi (2012), Naz et al. (2012), Akyazi et al. (2012), para la identificacion
molecular y estudios de diversidad genética de Meloidogyne spp. Los iniciadores
194/195 de la region IGS, son empleados en la identificacion de especies de
Meloidogyne, no solo para el analisis de secuencias, sino también en la diferenciacion

de especies por el tamafio variable del producto amplificado de PCR, es asi que han sido
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utilizados como un punto de partida que orienta hacia la direccién a seguir en la
identificacion. Con respecto a las especies en estudio, los productos con un tamafio de
720 pb son reportados para las especies tropicales de Meloidogyne y un producto de
700 pb para M. hapla. Todas las 30 poblaciones fueron analizadas con estos iniciadores,
ademas de las poblaciones 26 y 27, las poblaciones correspondientes a M. incognita, la
poblacion 28 (M. javanica) y 29 (M. arenaria), obtuvieron productos de amplificacion
de PCR de aproximadamente 720 pb, indicando asi que se trata de especies tropicales de
Meloidogyne. La poblacion 30, obtuvo un producto de amplificacion de PCR de
aproximadamente 700 pb, correspondiente a M. hapla. Se pudo demostrar también que
el iniciador 194/195 puede ser utilizado a partir de ADN extraido de uno y 10 juveniles
de segundo estado ,utilizando el método de extraccion de lisis (Figura 25 y 26).

La poblacion 30, también fue evaluada con el par de iniciadores del genoma
mitocondrial C2F3/1108, obteniéndose un fragmento amplificado de aproximadamente
530 pb, el cual es reportado para M. hapla. Para este caso se obtuvo productos de
amplificacion al utilizar el método de extraccion de ADN de lisis con 10 juveniles de
segundo estado (Figura 27). Se sabe que el genoma mitocondrial, proporciona una rica
fuente de marcadores genéticos para la identificacion y que cada célula contiene
multiples copias de este genoma circular, proporcionando un amplio ADN molde o

plantilla para la PCR.

Los iniciadores mitocondriales C2F3/1108 amplifican la porcion del ADNmt
flanqueado por el gen COIl y el gen ribosémico grande (16S). Entre estos dos genes se
encuentra el gen tRNA-His (53 pb), y en las especies con partenogénesis mitética (M.
incognita. M. javanica y M. arenaria) se encuentran una secuencia no codificante que
incluyen a la region rica en AT (AT-rich) o regién controladora de la molécula
mitocondrial. Esta region fue utilizada en un inicio para la diferenciacion de las especies
“comunes” de Meloidogyne debido a los diferentes tamafios de los productos
amplificados generados con los iniciadores posicionados en la porcion 3 ' de COll y la
porcion 5' del ARNr 16S (Powers y Harris , 1993) . Al obtener los productos de
amplificacion se pudieron reconocer tres tamafios: (i) 530 pb en M. hapla , que incluia
las partes colindantes de CO Il y 16S ADNr y la porcion completa tRNA-His, pero
ninguna region rica en AT, ya que esta especie no presenta una partenogénesis mitética
sino una partenogénesis meiotica (ii) 1,1 kb se encontré en M. arenaria , que incluy6 un

aproximado de 570 pb de la region rica en AT , y (iii) M. incognita y M. javanica tenido
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los mayores productos de amplificacion ( ~ 1,6 kb ) debido a una region rica en AT de

aproximadamente 1,0 kb .

En la actualidad, se han analizado otras especies de Meloidogyne con los
iniciadores C2F3/1108, resultando diversas clases de tamario, los cuales pueden ser
similares a los de las especies mas “comunes”. Estas clases de tamafo resultan
principalmente de las inserciones y deleciones en la region rica en AT. Es asi que otras
especies presentan también la clase de tamafio més pequefio, que carece de una region
rica en AT. Junto con M. hapla ,se incluyen M. chitwoodi, M. fallax , M. graminicola ,
M. graminis , M. mali , M. marylandi , M. microtyla , M. naasi , M. oryzae , M.
suginamiensis y M. trifolliophila. Sin embargo, los productos de amplificacion de este
tamafio nos otorgan informacion preliminar acerca de la especie de la que se trata,
descartando otras. Los productos obtenidos con este par de iniciadores también son
degradados por enzimas de restriccion que los cortan en fragmentos cuyo tamafio es

también relacionado a una especie en particular (Powers y Harris, 1993).

Todos los iniciadores usados en la identificacion molecular en el presente trabajo
han sido previamente probados con aislamientos que se describen en las publicaciones
originales. Sin embargo Adam et al. (2007), menciona que pueden presentarse
dificultades para identificar una muestra desconocida debido a que se puede dar un
cambio en el sitio del iniciador, dando un producto con un tamafio aberrante. Se
menciona que pueden existir uniones no especificas en la region ITS, cuando se trabaja
con iniciadores que involucran esta region. Esto es debido posiblemente a que no se
conoce con exactitud algunas posiciones de las secuencias diana de estos iniciadores.
También puede ocurrir que estas uniones se dan al haber secuencias muy similares, este
es el caso de Globodera pallida y G. rostochiensis, donde la diferenciacion requiere un
ajuste muy preciso de la temperatura de alineamiento de ambos iniciadores para evitar
su unién no especifica (Zijlstra et al. 2000). Es por ello que se debe realizar una
estandarizacion de las condiciones adecuadas para poder obtener resultados 6ptimos.
Estas condiciones pueden variar de un laboratorio a otro, debido a diferente
equipamiento y reactivos empleados. También es importante tener en cuenta que el
método de extraccion y la calidad de ADN puede ser crucial al momento de llevar a

cabo la reaccion.
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Con respecto a la identificacion de las especies en estudio en Perd, los primeros
reportes de nematodos de importancia fitopatolégica realizados por Krusberg y
Hirschmann (1958), Martin (1959) y Gomez y Martin (1967), este Gltimo a nivel de
especies, indican al género Meloidogyne como el nematodo mayormente diseminado a
lo largo de la costa del pais. Gomez y Martin (1967), reportan también a M. javanica y
M. arenaria, en cultivos de papayo y melocotonero en la costa central y Chanchamayo.
Posteriormente, Mullin et al. (1991), reportan a M. javanica en frijol en los
departamentos de Ica y La Libertad, observando también que cultivares de frijol
resistentes a M. incognita, presentaron nodulacion radicular, ocasionada por M.
javanica, ya que se encontré mezclas de estds dos especies afectando el cultivo. Garcia
(1992), determina también la presencia de M. javanica en cultivos de café en Villa
Rica, Pasco, junto con M. incognita y M. exigua. Murga-Gutiérrez, et al. (2012),
colectaron suelo de espéarrago infestado con Meloidogyne en Virl y Chao, La Libertad,
enviando las muestras al Istituto per la Protezione delle Piante y al Istituto di Bioscienze
e BioRisorse (ex Istituto di Genetica Vegetale) en Italia, donde realizaron su
identificacion molecular, reportando a M. incognita y M. ethiotica por secuenciamiento
de la regién ITS. A su vez utilizaron los iniciadores MIR/MIF, Fjav/Rjav y Far/Rar,

usados también en el presente trabajo.

La identificacion molecular de especies de M. incognita, M. javanica, M. arenaria
y M. hapla con el set de iniciadores utilizados en la presente tesis, es el primer trabajo
realizado en nuestro pais que utiliza esta metodologia para la confirmacion de las
especies mencionadas. Ademas de ello, la presencia de M. javanica en tacaco, M.
arenaria en vid y M. hapla en aguaymanto, constituyen los primeros reportes de estas
especies en dichos cultivos en Perd. Tabaco es un cultivo susceptible a M. javanica y
existes diversos reportes de busqueda de resistencia en variedades de este cultivo. M.
arenaria ha sido reportada en vid en Cuba (Rodriguez, 2011), donde se encontrd en
mayor proporcion que M. incognita y M. javanica, en el mismo trabajo no se pudo
determinar, por caracteristicas del patrén perineal, la especie de algunas poblaciones
presentes en el cultivo y se menciona que se realizaran pruebas moleculares posteriores,
en Grecia se indic6 a M. arenaria como una especie prevalente junto con M. javanica
en vid (Karanastasi, 2008), también se ha reportado M. arenaria en vid en Chile
(Magunacelaya y Dagnino, 1999) y mas recientemente la especie M. ethiopica, la cual

indican es la mas importante no s6lo por estar mayormente presente en el cultivo sino
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por su mayor agresividad y dificil control (Carneiro et al., 2004; 2007; Aballay et al.,
2009; 2013, Vilches, 2010).

La presencia de M. hapla en aguaymanto, ha sido indicada en Colombia; Nifio
(2008), menciona que Castillo (2002), realiz6 un estudio donde determiné que
Meloidogyne spp. afecta la produccion de aguaymanto, en particular, la especie M.
hapla. Esta especie causa serias pérdidas a cultivos en regiones frias y cuando esta
presente en zonas subtropicales y tropicales, se encuentra siempre en alturas elevadas
(1000 o mas msnm), es asi que en el presente trabajo se lo reporta en la localidad de
José Galvez, en la provincia de Celendin, Cajamarca que se encuentra a una altura de
2600 msnm.

La identificacion de patdgenos constituye la base de estudios de investigacion e
implementacién de estrategias para un manejo eficiente, estas dependen de la
informacion confiable acerca de las poblaciones de fitonematodos que habitan los
suelos y parasitan los cultivos. Es asi que en el manejo integrado que incluye el uso de
cultivares resistentes y la rotacién de cultivos, es indispensable el conocimiento de las
especies involucradas, ya que las variedades o patrones de plantas pueden responder en

forma diferente a cada una.

Los métodos morfolégicos y moleculares empleados para la identificacion de
estas especies de nematodos han demostrado ser Utiles para este fin y pueden ser
utilizadas complementandose y con fines confirmatorios. Una ventaja de este enfoque
combinado es que pueden utilizarse dependiendo del estado de desarrollo del nematodo
con el que se cuenta y se puede aplicar técnicas de biologia molecular cuando existen
caracteres variables que hacen dificil la identificacion. De esta manera, también se

puede descartar la presencia de otras especies diferentes a las cuatro mas comunes.
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VI. CONCLUSIONES

Se adoptd metodologias de extraccion de &cidos nucleicos descritas previamente,
con algunas modificaciones, a partir de uno y 10 juveniles de segundo estado,
una y 10 hembras adultas y nodulos en raices, de esta manera se pudo
comprobar que estas metodologias pueden ser utilizadas para la identificacion

molecular de especies de Meloidogyne spp.

De las 30 poblaciones en estudio, 25 mostraron productos de amplificacion con
los iniciadores MIF/MIR e Inc-14k F/Inc-14k R, disefiados para la identificacion
de M. incognita, una poblacién afectando tabaco proveniente de Lambayeque
fue identificada como M. javanica con el par de iniciadores Fjav/Rjav, una
poblacion afectando vid proveniente de Lima fue identificada como M. arenaria
con el par de iniciadores Far/Rar y M. hapla fue identificada en una poblacion
afectando aguaymanto proveniente de Cajamarca, utilizando el par de
iniciadores DHF/DHR, todos estos resultados concordaron con la identificacion

morfoldgica segun el patron perineal.

No se obtuvo productos de amplificacién con los iniciadores evaluados en la
poblacién de clavel proveniente de Ayacucho y la que se encontraba afectando
vid en Piura. Lo que nos indica que se podria tratar de especies diferentes a las

cuatro evaluadas en el presente trabajo.



VII. RECOMENDACIONES

El presente trabajo apoya la importancia de un enfoque integrado que combine
las caracteristicas morfologicas con los resultados moleculares para la
identificacion precisa de las cuatro especies mas comunes de Meloidogyne spp.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo constituyen la primera
aplicacion practica de técnicas moleculares para el diagnostico de nematodos
fitopatdgenos en nuestro pais, por lo tanto es importante poner en practica esta
tecnologia y realizar prospecciones en las principales zonas productoras
afectadas por Meloidogyne spp., para conocer qué especies de nematodos se

encuentran presentes.

Es necesario evaluar el comportamiento de las especies de Meloidogyne spp.
frente a los diferentes cultivos y sus variedades y asi poder llevar a cabo un
manejo integrado adecuado con el uso de variedades resistentes y rotacién de

cultivos.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1

BUFFER DE LISIS

Componentes
10 mM Tris (pH 8.2) 121 mg
2.5 mM MgCI2 23.7mg
50 mM KCI 5 ml de 1 M (stock)
0.45 % tween 20 0.45 ml
0.05 % gelatin 50 mg
H20 Hasta 100 ml

Proteinasa K 60 ug/ml




ANEXO 2

BUFFER DE EXTRACCION (METODO DE MINIPREPARACION)

Componentes
250 mM Tris-HCI pH 8.0
50 mM EDTA
250 mM NacCl
0.5 SDS %
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ANEXO 3

BUFFER DE EXTRACCION CTAB

BUFFER DE EXTRACCION (CTAB 2X)

Componentes

0.1 M Tris-HCI pH 8
1.4 M NacCl

0.02 M Na,-EDTA pH 8
2% CTAB

2 % PVP

BUFFER DE EXTRACCION (CTAB 10X)

Componentes

10% CTAB
0.5 M NaCl
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