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RESUMEN

En el Ecuador se destinan grandes extensiones de terreno para el cultivo de tom ate
(Solanum Ilycopersicum) debido a sus propiedades alimentarias y las ganancias en la
produccién que genera este cultivo. Sin em bargo, la produccién se ve afectado por el
ataque del nem atodo del nudo M eloidogyne spp. induce la formacién de agallas en las
raices de la planta. Los ensayos realizados con la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en suelos en San Pedro de Pimampiro, provincia de Imbabura
perm itieron la detecciéon del género Meloidogyne spp. y la identificacion de las
principales especies que atacan a este cultivo como M. incognita y M. javanica. En
campo se recolectaron muestras de suelo y rafiz mediante un muestreo sistem atico en
invernaderos de la zona. En el laboratorio, se realizé la extraccién de ADN de suelo y de
raiz wutilizando kits comercial. La deteccién del género Meloidogyne spp se logro
utilizando el gen 16D 10, cuya region es conservada en las cuatro especies del nem atodo.
En las muestras de suelo y raiz recolectadas se evidenci6 la presencia de un sélo
amplicon de 200 pb, lo que indica que el género Meloidogyne se encuentra en las
muestras. La identificacién de las especies se realizé con primers disefiados especificos
para cada especie. En M. javanica se utilizé el gen del coldgeno Mjcol-3con el cual se
identifico al nem atodo en raiz y suelo. La identificacién de M . incognita se utilizé el gen
de la proteina 8D5 de las glandulas esofageales, sin em bargo, en las muestras analizados

no se evidenci6 la presencia del am plicon deseado.

Meloidogyne spp.

M eloidogyne incognita y Meloidogyne javanica

Identificacion de especies, PCR
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ABSTRACT

In Ecuador, large tracts of land devoted to tomato crops (Solanum lycopersicum) due to
its nutritional properties and production gains generated by this crop. However, the
production is affected by the attack of root-knot nem atode M eloidogyne spp. which
induces the form ation of galls on the roots of the plant. The technique of polymerase
chain reaction (PCR) in soils in San Pedro de Pimam piro province of Imbabura allowed
detection of Meloidogyne spp. and identification of the main species such as M.
incognita and M . javanica. In field were collected soil and root sam ples by a system atic
sampling in greenhouses. In the laboratory, DNA was isolated from soil and roots using
commercial kits. M eloidogyne spp. was detected with the genel6D 10, which region is
conserved in the four species from nem atodes. The samples of soil and root harvested in
Pim am piro showed the presence of a single amplicon of 200bp, which indicate that the
genus of Meloidogyne is present in the samples. The identification of the species was
performed by using specific primers which was designed for this species with different
genes. For M .javanica was used collagen geneM jcol-3 which identify this specie in the
sam ples collected. The identification of M. incognita was used the 8D5 protein gene of
esophageal glands, however any of analyzed sam ples showed the presence of the desired

amplicon.

Meloidogyne spp.

M eloidogyne incognita y Meloidogyne javanica

PCR



CAPITULO 1

Deteccion e identificacién del nem atodo form ador de agallas Meloidogyne spp.en

suelos agricolas destinados al cultivo de Solanum lycopersicum mediante la técnica PCR

1.1 Formulacién del problem a

El tom ate (Solanum lycopersicum) es un cultivo que tiene gran interés alimenticio a
nivel mundial. En el Ecuador este cultivo se extiende en zonas ubicadas entre los 100 y
1500 m.s.n.m. (Corpefio, 2004). En el afio 2011 la produccién de tom ate lleg6 a ser de
36.010 toneladas m étricas (Tm) con cerca de 1.668 hectareas (Has) sembradas y 1.583

Has cosechadas.

Lamentablemente, la produccién de este cultivo ha disminuido su rendimiento en los
Gltimos afios debido al incremento en la incidencia de enfermedades, insectos y plagas
(Sanchez, 2007).Segun estadisticas del Instituto Nacional de Estadistica y Censo
(INEC),desde el 2006 al 2010, la produccién presenté una disminuci6n significativa. Se
registré6 datos para el 2006 de 61.929 Tm, para el 2008 de 50.551 Tm, para el 2009 de

46.536 Tm y para el 2010 de 53.518 Tm (INEC, 2010).

La plaga que m 4s afecta al sector agricola a nivel mundial es el nem atodo form ador
del nudo de la raiz Meloidogyne spp. (Bendezu y Starr, 2003). EIl rango de hospederos
de este nematodo abarca méas de 3000 especies de plantas de diferentes géneros. La
infeccion con el nematodo ocasiona un desarrollo anormal del sistema radicular

formando células gigantes que alteran el flujo de agua y otros nutrientes, ocasionando



graves efectos sobre los cultivos y fuertes im pactos econdmicos y sociales (Perry vy
M oens, 2006). Anualmente, se destinan cerca de 125 billones de délares americanos
para la eliminacion de este patégeno (Sassery Freckman, 1987; Bird y Kaloshian, 2003;

Chitwood, 2003).

Durante afios se han utilizado varias estrategias individuales o en conjunto para
controlar este nematodo en los cultivos de tom ate, entre ellas: el control fisico vy
quimico, las préacticas culturales, y el control biolégico. Sin embargo estas estrategias
tienen sus limitaciones, sobretodo el control quimico que tiene efectos negativos para la
salud y el medio ambiente (Puedmag y Hernandez, 2007). EI control mé&s econdmico
utilizado por los agricultores es la siembra de variedades resistentes e hibridos por su
facil aplicacién. Las variedades con mayor aceptacién de tom ate son: Fortuna, Sheyla,

Charleston, Titan, Pietro, Fortaleza, Cherry y Chonto(Sanchez, 2007).

Es importante el control de plagas ya que se debe establecer métodos de diagndstico
rapido de patégenos en estados o fases tempranas que permitan tomar decisiones
oportunas para garantizar la productividad de los cultivos. La presente investigacidn
pretende mediante la técnica PCR la identificacion réapida y eficiente de los
fitopatégenos, lo cual puede hacer la diferencia entre la pérdida de un sembrio o la
aplicacion de un método que contrarreste al agresor (Salazar, 2004).Esta técnica al ser
especifica y sensible permite estudiar un nimero considerable de muestras en el menor

tiem po posible (Dong et al., 2001).



1.2 Justificacion del problem a

En el Ecuador se destinan grandes extensiones de terreno para el cultivo de
Solanéaceas. A nivel nacional, el tom ate se cultiva en los valles calidos de la serraniay el
Litoral. Sin embargo, la producci6on de estos cultivos se ve afectada por problem as
fitosanitarios. En especial por el nem atodo formador de agallas Meloidogyne spp.elcual
evita la correcta absorcién de agua y nutrientes del suelo, lo que causa pérdidas en el

rendimiento y reduciendo la vida atil del cultivo (Abad etal., 2003; Revelo, 2003).

En algunas zonas tom ateras de las provincias del Carchi e Imbabura se utilizan
sem illas certificadas com o estrategia a la resistencia contra los nematodos. A pesar de
ello los agricultores tienen problem as en las raices debido al nitmero elevado de nudos o
agallas caracteristico del ataque de los nematodos agalladores M eloidogyne spp. o
Nacobbus aberrans (Sanchez, 2007).Por lo que, actualmente se siguen buscando nuevos

m étodos de control frente a este nem atodo.

Es necesario por lo tanto, desarrollar técnicas de diagnoéstico fitosanitario confiables
y répidas que garanticen la produccién de los cultivos y contribuyan al cum plimiento de
las normas fitosanitarias, en especial cuando el producto es destinado para la

importacién tomando en cuenta la legislacién de otros paises.

Esta investigacion pretende identificar al nematodo M eloidogyne spp., en suelos
agricolas de Solanum lycopersicum como un método réapido y confiable de deteccién. E|
objetivo es implementar técnicas de UGltima generaci6on para el sector agricola en el

laboratorio de Biotecnologia de la ESPE.



Adicionalmente, se debe tener en cuenta que la identificacion de los patégenos es
importante para el conocimiento de la diversidad biolégica ya que nos proporciona
informacién sobre la evolucién de los mismos e incluso perm ite el entendimiento del
proceso vitaly el papel de cada una de las especies en el ecosistema. EIl conocimiento de

la clasificacion y evolucion de cada organismo y de las nuevas especies permitirad ofrecer
soluciones a los agricultores y asi evitar el atague de estos microorganismos para

recomendar diferentes practicas en el manejo para el control de plagas y enfermedades.

1.3 Objetivos

1.3.1 O bjetivo general

Detectar e identificar el nem atodo form ador de agallas M eloidogyne spp., en suelos

agricolas destinados al cultivo de Solanum lycopersicum mediante la técnica molecular

de PCR.

1.3.2 O bjetivo especifico

E xtraer, cuantificar ADN de Solanum |lycopersicum para identificar en
nematodo form ador de agalla M eloidogyne spp.

Extraer y cuantificar ADN de suelo infectado con Meloidogyne spp.



Detectar M eloidogyne incognita y Meloidogyne javanica con primers
especificos mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en ADN de
suelo.

Establecer el Iimite de deteccién de M eloidogyne spp. en suelo mediante la
técnica de PCR.

Analizar muestras de suelos agricolas de cultivos de Solanum lycopersicum

para detectar e identificar M eloidogyne spp. en Pimam piro — Imbabura.

1.4 M arco tedrico

1.4.1 Solanum lycopersicum

El origen del género Lycopersicum se le atribuye a la regién Andina, la cual se
extiende desde el sur de Colom bia hasta el norte de Chile. Al parecer fue en M éxico
donde se domesticéd al cultivo, ya que de mala hierba paso a ser consumido en distintas

formas,tam afios y colores segln registros del siglo XV 1 en ese pais (Nufio, 2007).

En Europa, especialmente en Espafia e Italia, se utilizé este cultivo para la
alimentaciéon basica humana, mientras que en otros paises a mas de ser un alimento, se
utilizé como planta ornamental por el color amarillo de sus flores y sus bayas rojas o
am arillas(Nuez, 1995). Desde el afio de 1785 el tomate riién fue calificado como

hortaliza, y actualmente es la especie mas cultivada en el mundo después de la papa,

tanto para consumo fresco y laindustria (Sdnchez, 2007).



En el Ecuador hace méas de una década que se cultiva tomate. Este cultivo representa
el 22,16 % del total de las hortalizas sem bradas, por lo que constituye un ingreso

importante en la econom ia del pais (SICA, 2001).

Las principales zonas productoras de tom ate se ubican en los valles calidos de la
serranfa y el Litoral. Segun estadisticas del INEC (2011), la provincia de Imbabura es la
principal productora de este cultivo con 401 Has, le siguen las provincias de
Chimborazo con 283 Has y Carchicon 207 Has, mientras que provincias como M anabi,
Santa Elena, Pichincha y Cotopaxi cuentan con 170 Has, 145 Has, 142 Has y 114 Has,

respectivamente.

Se han descrito 44 variedades para consumo del fruto fresco y 24 para la industria
para preparar productos como: enlatado, pulpa o puré, pasta, jugo, salsas, salsa picante y
polvo de tomate para reconstituirse como jugo, dulces y encurtidos. En el Ecuador
existen solamente ocho variedades con mayor acogida: Fortuna, Sheyla, Charleston,

Titan, Pietro, Fortaleza, Cherry y Chonto (Sadnchez, 2007; Diario EI Comercio, 2011).

El descubrimiento de su notable riqueza vitaminica, junto con su agradable gusto y
color, popularizé rapidamente este consumo, hasta llegar a ocupar el tercer lugar de
importancia mundial entre las hortalizas después de la papa y la batata
(Corpefio,2004).Hoy en dia es la hortaliza m s estudiada por cientificos debido a sus

caracteristicas basicas y agricolas (Sanguetti, 2003).



1.4.1.1 Importanciaeconémica

El tom ate se ha convertido en la hortaliza m &4s difundida a nivel mundial puesto que
su demanda ha aumentado en los Gltimos aflos por sus cualidades alimenticias tanto en
su consumo en fresco como en la industria (INFOAGRO, 2003). En el afio 2007, el
tom ate ocupo el puesto nimero 20 entre los productos de mayor produccién haciendo de
este una de las hortalizas m &s im portantes en cuanto a la generacién de empleo y riqueza
(FAOSTAT,2011). En el Cuadro 1 se muestran los principales paises productores de esta

hortaliza.

En el afio 2011 segln datos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), los principales productores de tom ate a nivel
mundial son China, India, Estados Unidos de América, Turquia y Egipto (FAOSTAT,

2011). Estos paises han producido durante los Gltimos 10 afios cerca del 70% de la

produccién mundial.



Cuadro 1 Principales paises productores de tom ate. Fuente: FAOSTAT, 2011.

Posicion Regioén Produccién Simbolo Produccion Simbolo
(1000% Int) (T)

1 China 17952256 * 48576853 *

2 India 6218283 * 16826000

3 Estados 4665634 & 12624700
Unidos de
América

4 Turquia 3456461 * 11003400

5 Egipto 2995412 * 8105260

6 Iran 2522015 * 6824300 I'm
(Reptblica

Islamica del)

7 Italia 2198987 * 5950220
8 Brasil 1632234 * 4416650
€ Espafia 1356850 * 3821490
10 Uzbekistan 955322 * 2585000 *
11 M éxico 900180 * 2435790
12 Federacion de 813258 * 2200590
Rusia
13 Ucrania 780371 * 2111600
14 Nigeria 556071 * 1504670
15 Tlnez 474520 o 1284000
16 Portugal 460240 * 1245360

17 M arruecos 456843 * 1236170 I'm




18 Grecia 432352 * 1169900

19 Replblica 426842 * 1154990

Arabe Siria
20 Iraq 391567 * 1059540

« . Cifrasno oficiales

[1: Datos oficiales

Im:Datosde FAO basados en una m etodologiade imputacidon.

La produccién global de tomate para consumo en fresco y proceso industrial se
estima en 108 millones de Tm, con un rendimiento promedio de 36 Ton / Has. Sin
embargo, en los Gltimos afios la producciéon mundial se ha mantenido estable, con un
nivel promedio anual sobre los 100 millones de Ton principalmente debido al aumento
en el rendimiento antes que al aumento de la superficie cultivada (INFOAGRO, 2003;
FAOSTAT, 2011). Cabe mencionar que el consumo del tom ate en fresco ha aumentado
a diferencia de la pulpa y el jugo que se han mantenido en valores constantes. La pulpa
de tom ate es el principal producto que se obtiene del proceso agroindustrial, con una
produccién que asciende los 2,74 millones de Ton en 1990 a 4 millones de Ton en 2002.
Los mayores productores mundiales de pasta de tom ates, después de los EE.UU. son

Italia, Turquia, Greciay China (Escalona etal., 2009).

En el Ecuador el cultivo de tom ate ha variado significativam ente desde el afio 2006
hasta el aflo 2011 (Figura 1). La producci6n en campo abierto generalmente es de 11.5
Tm/Has/ciclo mientras que en am bientes protegidos los rendim ientos oscilan entre 140 -

180 Tm/Has/ciclo (Tigrero y Ortega, 2002).
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Figura 1 Produccion deltomate en el Ecuador. Fuente: FAOSTAT. 2011.

El valor de una caja de tom ate de primera que pesa 18 kilos en el mercado cuesta
cerca de 12 délares americanos (USD) mientras que producirla cuesta 7,00 USD (Diario
El Comercio, 2011). Se asigna un rubro importante de la ganancia obtenida en la
produccién a la compray aplicacién de insumos y agroquimicos para controlar plagas y
enfermedades. Estos patégenos constituyen un factor limitante en la producci6n de
tom ate en diferentes paises debido a que existen cerca de 200 enfermedades de diversas
causas y etiologias que atacan este cultivo. Es por ello que para controlar estos
patégenos se usan cultivares resistentes o diferentes métodos de control tanto quimico
como fisico (Jones et al., 2001). Sin embargo, el uso excesivo de éstos encarece los
costos de produccién y ocasiona efectos nocivos al medio am biente y la salud hum ana

(Jaramillo et al., 2007).

La composiciéon quimica del tomate depende del cultivar, las condiciones del
cultivo, la época de produccién, el grado de madurez y el almacenamiento (Escudero,
2004).Jaramillo, Rodriguez, Guzman, Zapata y Rengifo (2007) reportan que el tom ate es
una rica fuente de vitaminas A, B1,B2,B6,C y E; de minerales como fésforo, potasio,
magnesio, manganeso, zinc, cobre, sodio, hierro y calcio. Su valor nutricional aumenta

debido a la presencia de proteinas, hidratos de carbono, fibra, &acido félico, acido
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tartdrico, dcido succinico y 4cido salicilico. Posee apenas 25 calorias por cada 100

gramos (Cuadro 2).

Cuadro 2 Tabla de valores nutricionales deltom ate. Fuente: Guevara y Estrella,

2008.

Elemento Contenido

(en 100g de tom ate)

Valor Nutritivo M edio (VN M) 2,39
VNM por 100g de m ateria seca 38,50
Agua 93,50 g
Proteina 0,90 g
Grasa 0,10 g
Energia 20,00 kcal
Carbohidratos 3,30 g
Fibra 0,80 g
Fosforo 19,00 mg
Calcio 7,00 mg
Hierro 0,70 mg
Vitaminas

Vitamina A (alfay beta caroteno) 1700 U1
Vitamina B1 (tiamina) 0,10 mg
Vitamina B2 0,02 mg
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Vitamina B5 0,60 mg

Vitamina C 21,00 mg

El pH del jugo oscila entre 4y 4,5

El fruto constituye un magnifico depurador de la sangre y un vigorizante del
organismo por su riqueza en vitaminas y sales minerales. Es un laxante natural que
ayuda en casos de obesidad y trastornos del higado. Los tom ates frescos y maduros se
utilizan para desinflamar los ojos, mediante la aplicacién de rodajas en las partes
afectadas durante unos minutos. Los médicos aseguran que el tomate es un poderoso
estimulante del apetito, recomendado a nifios con problem as de alimentacién por falta de
apetito. Algunas investigaciones han descubierto que el licopeno, pigmento rojo de los
tom ates, es un com puesto que previene el cancer de pulm 6n, préstata y tracto digestivo

ya que actia como protector de las células ante los efectos de la oxidacion (Jaramillo et

al., 2007).

1.4.1.2 Taxonomiay morfologia

La clasificacién filogenética de las Solandceas fue revisada a finales de los afios 70
por el Comité Internacional de Nomenclatura Horticola, de manera que el anterior
género Lycopersicum, se integré al nuevo género Solanum con su nueva nomenclatura.
Solanum seccién Ilycopersicum incluye el tomate cultivado (antes Lycopersicum
esculentum) y 12 especies silvestres (Pérez, 2010).Taxondémicamente el tomate esta

descrito en la Tabla 1



Tabla 1 Taxonomia del tomate Lycopersicon esculentum .

Super-reino

Eukaryota

Fuente: Cantufia, 2013.

Reino

Viridiplantae

Phylum

Stretophyta

Subreino

Tracheobionta

Division

M agnoliophyta

Clase

M agnoliopsida

Subclase

Asteridae

Orden

Solanales

Familia

Solanaceae

Subfamilia

Solanoideae

Tribu

Solaneae

G énero

Solanum

Sub genero

Lycopersicum

Descriptor

M iller

Sinénimos

Lycopersicon esculentum
Solanum esculentum Dunal
Solanum esculentum

Solanum lycopersicum L.

13
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Lycopersicon esculentum var. esculentum
tomato

Lycopersicon lycopersicum

Etimolé6gicamente Lycopersicon esculentum hace referencia a dos palabras griegas

que significan:

Lycopersicon: nombre genérico que procede del griego Lykopersokon, que es el

nombre de una planta egipcia de olor desagradable.

esculentum : epitelio latino que significa com estible, haciendo referencia a los frutos

de esta planta, los tom ates.

EIl tomate rifién es una planta dicotiledénea que pertenece a la familia de las
Solanéaceas, se caracteriza por tener haces bicolaterales y una estructura floral modelo
(K85) [C(5) A(5) ] G(2), es decir, flores radiales con cinco estambres. En la Figura 2 se

muestran ciertas partes de la planta de tom ate riién (Nuez, 1995).

Figura 2 Imagenes de las flores, hojas y el fruto de la planta de tom ate rifién (S.

lycopersicum ). Fuente: UNNE, 2002.
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El tomate es una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva anualmente y
puede desarrollarse de form a rastrera, semierecta y erecta. EIl crecimiento es limitado en
las variedades determinadas e ilimitado en las variedades indeterminadas pudiendo en

estas Gltimas Ilegar a medir hasta 10 m de longitud en un afio (Nuez, 2001).

La ramificacion es generalmente simpodial con ejes sucesivos que se desarrollan a
partir de la yema axilar del eje precedente mientras que la yema terminal se origina
desde la inflorescencia o ram as abortivas. Por otro lado, el sistem a radical desarrolla una
potente raiz principal cuando la planta crece directamente de la semilla sin sufrir
trasplantes lo cual le permite adaptarse a ecosistemas semidesérticos, pero cuando la raiz
principal se dafia, a consecuencia del trasplante, se desarrolla un sistema de raices

laterales adventicias (Nuez, 2001; Hernandez et al., 2003).

Generalmente la planta presenta dos habitos de crecimiento: determinado e
indeterminado (Figura 3). La primera tiene tallos con segmentos que presentan
paulatinamente menos hojas por inflorescencia 'y siempre terminan en una
inflorescencia, lo que resulta en un crecimiento limitado. La segunda es la normal y se
caracteriza por tener un crecimiento extensivo, postrado, desordenado y sin limite; los
tallos presentan segmentos uniformes con 3 hojas (con yemas) y una florescencia,

terminando siem pre con un apice vegetativo (Nufio, 2007; Escalona et al., 2009).
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Figura 3 Crecimiento de la planta de tom ate riién. A. Crecimiento determinado.

B. Crecimiento indeterminado. Fuente: Dogliotti, 2011.

EIl sistema radical alcanza una profundidad de hasta 2 m, con una rafz pivotante o
principaly muchas raices secundarias o adventicias. En caso de dafiarse la raiz pivotante
la planta desarrolla un sistema secundario fasciculado donde predominan raices
adventicias en los primeros 30 cm de perfil (Escalona et al.,2009). Seccionando
transversalmente la rafz pivotante de fuera hacia dentro encontramos: epidermis, donde
se ubican los pelos absorbentes especializados en tomar agua y nutrientes, cértex y
cilindro central, donde se sitia el xilema para el transporte de nutrientes (INFOAGRO,

2003).

El tallo es ligeram ente anguloso, semilefioso de grosor mediano entre 2 — 4 cm en su
base con tricomas, simples y glandulares, sobre el que desarrollan las hojas, tallos
secundarios e inflorescencias. En la parte distal se encuentra el meristemo apical, donde
inician los nuevos primordios foliares y florales (Escalona et al., 2009). La estructura de
fuera hacia dentro consta de: epidermis, de donde parten los pelos glandulares, corteza o
cértex, cuyas células mas externas son fotosintéticas y las mas internas son

colenquim aticas, cilindro vascular y tejido medular (INFOAGRO, 2003).
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Las hojas son compuestas e im paripinnadas con foliolos peciolados, lobulados y
bordes dentados, recubiertos con pelos glandulares dispuestos de forma alternada en el
tallo (Nufio, 2007; Escalona et al., 2009). El meso6filo o tejido parenquim atico esta
recubierto por una epidermis superior sin cloroplastos y una epidermis inferior con un
alto numero de estomas. Los haces vasculares son prominentes en el envés y constan de

un nervio principal (INFOAGRO, 2003).

La flor consta de 5 o mas sépalos de igual nimero de pétalos de color am arillo
dispuestos de forma helicoidal, de igual nimero de estam bres que se alternan con los
pétalos de forma perfecta. EIl ovario es bi o plurilocular, los estam bres estan junto a las
anteras y forman un cono estaminal que envuelve el gineceo evitando la polinizaci6n
cruzada, asi tam bién las flores se agrupan en inflorescencias denom inadas racimos. La
primera flor se forma en la yema apical y las otras se disponen lateralmente por debajo
de la primera alrededor del eje principal de manera que las inflorescencias se desarrollan
cada 2 — 3 hojas debajo de las axilas (Escalona et al., 2009). La flor se une al eje floral
por medio de un pedicelo articulado que contiene una zona de abscisién la cual se
caracteriza por un pequefio surco originado de una reduccion del espesor del cértex

(INFOAGRO, 2003).

La diferenciaciéon y desarrollo de la flor constituyen etapas previas a la
fructificacion, por lo tanto factores como tem peratura, iluminacién, competencia con
otros o6rganos de la planta, nutricién mineral y tratamientos con reguladores de
crecimiento influyen en la precocidad, rendimiento y calidad de los frutos. Otro factor
que afecta es la de ramificacion de la planta, continuada en cultivares de crecimiento

indeterminado y especifica segun la época en cultivares determinados (Nuez, 1995).
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La fructificacion (Figura 4) depende de la cantidad y la calidad de polen adem &s de
la viabilidad de los 6vulos. En definitiva, el polen es m s sensible a bajas tem peraturas
qgue los 6vulos mientras que a temperaturas elevadas la viabilidad de los 6vulos es
reducida. El niumero de semillas que contiene el fruto y el volumen del mismo son
proporcionales al nimero de 6vulos fecundados asi como a la cantidad y calidad del

polen (INFOAGRO, 2003).

Fructificacion en proceso

Figura 4 Cuajado o fructificacién deltom ate riién. Fuente: Malaga, 2011.

EIl fruto es una baya bi o plurilocular que puede alcanzar un peso de hasta 600
gramos dependiendo de la variedad de tom ate. Los frutos de invernadero son rojos,
redondos, mediano de 2 a 5 léculos, integrado por el pericarpio, el tejido placentario y
las semillas (Nufio, 2007). EI fruto se puede recolectar separandolo por la zona de

abscision del pedicelo, o por lazona peduncular de unién al fruto (INFOAGRO, 2003).

La calidad del fruto para su comercializacién debe cumplir caracteristicas com o

buen sabor, color homogéneo (rojo, carmesi, rojo oscuro), resistir al transporte y
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almacenaje. Frutos duros generalmente se logran a tem peraturas inferiores a los 30 °C

con un buen manejo de riego (Hernadndez et al., 2003).

El sabor del fruto depende del contenido de 4cidos y azlGcares, el pH del fruto debe
ser inferior a 4,4 y el contenido de azGcares totales no debe ser mayor a 4 - 4,5 % . La
acidez es inferior a tem peraturas sobre los 30 °C dando com o resultado frutos con menos

sabor que se deterioran con rapidez a tem peraturas superiores a 20 °C (FAO,2002).

La temperatura del aire es un factor importante en el crecimiento vegetativo, el
desarrollo de racimos florales, y en el fruto interviene en el cuaje, desarrollo,
maduracion y calidad. Los rangos para el desarrollo 6ptimo del cultivo oscilan entre los
28 — 30 °C durante el diay 15 - 18 °C durante la noche. Tem peraturas sobre los 35 °C vy
menores de los 10 °C durante la floracion provocan la caida de flor y limitan el cuajado

del fruto (Nuez, 1995; Corpefio,2004).

La luz solar es vital en el crecimiento de la planta debido a su intervencién en la
fotosintesis. Sin em bargo, el fotoperiodo o largo del dia no afectan a este cultivo puesto
qgue sus necesidades de luz oscilan entre 8 y 16 horas. En general, dias soleados sin

nubes estimulan el crecimiento y el desarrollo norm al del cultivo (Corpefio, 2004).

La humedad relativa 6ptima oscila entre un 65 — 70 % , dentro de este rango se la
polinizacién se favorece, pero sila humedad es menor del 45 % la tasa de transpiracién
de la planta aumenta ocasionando un estrés hidrico con cierre de estom as reduciendo la

fotosintesis afectando directam ente la polinizacién (Corpefio, 2004).
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1.4.1.3 Enfermedadesy plagas

Estudios de la Asociaciéon de Agréonomos Indigenas de Cafiar (AAIC)en el 2003
indican que la pérdida de rendimientos de los cultivos por plagas y enfermedades es
cerca del 10 al 30 % . Sin embargo, estos valores aumentan entre un 40 - 48 % con
plagas como 4caros, nem atodos, malezas, pajaros y roedores. Por Gltimo, las pérdidas

post cosecha son cerca del 10 — 20 % .

Existen distintas plagas y enfermedades que atacan este cultivo y su severidad
depende del clima y la regién. Las enfermedades se producen por organismos
microscépicos como hongos, bacterias, virus y nematodos los cuales establecen wun
estado de anorm alidad en la planta que se asocia a un deterioro en su estructura e incluso
en la muerte (Escalona et al., 2009). Por otra parte, el termino plaga hace referencia a

todos los seres vivos que causan dafios a las plantas, incluyendo a vertebrados,

artrépodos, moluscos, gusanos y nem atodos.

La manifestacién de una enfermedad se debe a tres factores principales cuya
importancia depende de la susceptibilidad e interaccién del patégeno. EI primer factor
asocia la presencia de patégenos en el medio, relacionando la dindmica ecoldgica de los
suelos en cuento a la diversidad y la regulacién poblacional. EIl segundo factor
corresponde a la condiciéon del hospedero tomando en cuenta su resistencia o tolerancia
frente a la interaccién con un determinado patégeno. Finalmente, el tercer factor
corresponde al medioam biente, es decir, las condiciones edafoclim aticas donde se

establece el cultivo (Escalona et al., 2009).
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En la Tabla 2 se describen las principales plagas que atacan al cultivo de tom ate

rifédn tomando en cuenta el dafio que ocasiona.

Tabla 2 Principales plagas que afectan altom ate riién. Fuente: Productores de
Hortaliza, 2006.

PLAGAS

- ---

M asticadores Orugas(Agrotis ipsilon)

Gusanos (Spodoptera sp.)

Entre el grupo de loschupadores tenemos:

Afidos o pulgones. Son insectos chupadores en forma de peray cuerpo flexiblecon o
sin alas y protuberancias en el abdomen (Figura 5). La ninfa y el adulto chupan la savia

de hojas, brotes, tallo y flores, y a su vez inyectan saliva téxica ocasionando que las
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hojas se enrollen reduciendo el vigor de la planta, achaparramiento, marchitez e incluso
la muerte. Se dispersan por el viento desde malezas, rastrojos o cultivos cercanos vy
pueden transmitir varias enfermedades virales (Corpefio, 2004; Productores de

hortalizas, 2006).

M osca blanca. Especie polifaga de am plia distribucién considerada como una plaga
primaria capaz de transmitir virus (Figura 5). Los adultos se alimentan extrayendo la
savia del tejido foliar retardando el crecimiento, deteriorando la calidad de los frutos y
reduciendo la capacidad fotosintética de las hojas debido a la mielecilla que las cubre

(Productores de hortalizas, 2006; Nufio, 2007; Escalona, 20009).

Acaros. Son artrépodos microscépicos con un alta capacidad reproductiva
dependiendo de las condiciones am bientales su ciclo de vida es de 4 — 10 dias (Figura 5).
La planta presenta deform aciones en hojas, ram as tiernas y frutos pequefios ocasionando
un achaparramiento general que suele confundirse con una bacteriosis o virosis

(Corpefio, 2004, Productores de hortalizas, 2006).

Arafia roja. Son organismos microscdpicos que extraen la savia penetrando la
epidermis del envés de las hojas (Figura 5). EI follaje infestado adopta un aspecto
blancuzco mientras que el envés se recubre de un tejido sedoso o telarafias (Corpefio,

2004; Productores de hortalizas, 2006).

Los masticadores son orugas y gusanos, considerados como una plaga primaria
durante la etapa de plantula en época seca (Figura 5). El dafio que ocasionan es
irreversible, debido a que cortan los tallos de la planta a nivel del suelo. Algunos

gusanos afectan el follaje o perforan el fruto (Corpefio, 2004).
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Los principales minadores son:

M inador de la hoja considerado como una plaga secundaria de clima calido,
atraviesa por 6 estadios en 18 dias. Las hem bras insertan los huevos entre el haz y envés
de las hojas, seguido de ello las larvas forman minas para alimentarse y desarrollarse
(Figura 5). Afecta a racimos florales, frutos, brotes axiliares y terminales de la planta,
sin em bargo, son mas susceptibles las hojas viejas (AAIC, 2003; Corpefio, 2004; Nufio,

2007).

Nematodo de la rafz. Especialmente el género Meloidogyne conocido como
agallador de los nédulos o de las raices, son endopardasitos sedentarios que penetran
facilmente la raiz, polifagos de am plia distribucién por actividades de labranza y plantas
contaminadas. Las hem bras fecundadas se llenan de huevostomando un aspecto globoso
dentro de las raices. Generalmente, el ciclo biolégico es de 30 dias dependiendo de las
condiciones edafoclim aticas. EI principal dafio de esta plaga es la formacién de nédulos
en la raices produciendo la obstrucciéon de vasos, impidiendo el paso de agua vy
nutrientes provocando un escaso desarrollo de la planta con wun debilitamiento
generalizado, deshidratacién y reduccién en la produccién (Figura 5). Esta plaga afecta a
todos los cultivos horticolas e interactla con otros organismos de forma activa como
vectores de virus o de forma pasiva facilitando la entrada de hongos y bacterias por las
heridas que provocan (INFOAGRO, 2003; Productores de hortalizas, 2006; Escalona,

2009).
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Plagas que afectan al cultivo de tomate

Mosca blanca

Orugas Gusanos Minador de la hoja Nematodos

Figura 5 Esquema de las principales plagas que afectan al cultivo de tom ate

segln eldafio que ocasionan a la planta.

Las principales enfermedades que atacan al tom ate rifién teniendo en cuenta su

origen se describen en la Tabla 3.

Tabla 3 Principales enfermedades que afectan al tomate riién. Fuente:

AAIC, 2003. Nufio, 2007. Escalona et al., 2009.

Bacterias

Virus Virus del rizado am arillo del tom ate TY LCV

ENFERMEDADES

Virus delbronceado de Tom ate TSW V

Virus del mosaico del tom ate ToM V

Virus del enanism o arbustivo del tom ateTB SV
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Dentro del grupo las bacterias tenem os:

Pseudomonas. Ocasionan la peca bacteriana afectando hojas, tallos, peciolos vy
frutos (Figura 6). En el follaje las manchas son de color café oscuro rodeadas de un halo
am arillo mientras que en los frutos las lesiones son pequefias rodeadas de una aureola
verde. EIl desarrollo de la enfermedad se favorece en climas frios, Iluviosos (Corpefio,

2004).

Las xanthomonas. Producen la mancha bacteriana en las partes aéreas de la planta
(Figura 6). Inicialmente las hojas se oscurecen y aparecen puntos circulares, luego las
manchas se vuelven aceitosas y orillas negras y posteriormente éstas se resecan, se
agrietan y se rodean de un halo am arillo. En los frutos aparecen puntos negros rodeados
de un halo blanco. Se desarrolla a temperaturas entre 24 - 30 °C propagéandose

facilmente por aspersiéon y lluvia (Corpefio, 2004).

EIl cadncer bacteriano. Ocasionado por Clavibacter michiganensis, inicia con el
decaimiento y la marchitez de las hojas basales. Internamente en el tallo las venas se
revientan produciendo el cdncer tomando una coloracién café o am arilla (Figura 6). En
el fruto las lesiones son blancas hasta tornarse café con una aureola blanca. Se propaga
por lesiones del tejido de la planta o por salpicaduras de agua, uso de herramientas y

equipo contaminado usado en poda, corte o trasplante. A tem peraturas entre 18 - 24 °C
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con una humedad relativa sobre el 80 % esta enfermedad favorece su desarrollo

(Corpefio, 2004).

Los virus que afectan este cultivo son:

Virus del rizado amarillo del tomate TYLCV. Los sintomas se presentan en el cultivo
luego de dos a tres semanas de la infeccién ocasionando graves pérdidas. En las hojas
detiene el crecimiento, los foliolos se reducen y se tornan am arillentos, mientras que los
frutos reducen su tamafio (Figura 6). EIl virus es adquirido de plantas afectadas por la

larva de la mosca blanca y transmitido por el adulto (INFOAGRO,2003).

Virus de Bronceado de Tomate TSWV. Las hojas presentan puntos o manchas
necroticas afectando a los peciolos y tallos, como consecuencia se reduce el crecimiento
de la planta (Figura 6). Los frutos maduran irregularmente con manchas anormales y
necrosis. Esta enfermedad se transmite por medio de Trips en campo abierto e

invernadero (INFOAGRO,2003).

Virus del mosaico del tomate ToM V. En general reduce el crecimiento de la planta.
Las hojas presentan un mosaico verde claro — verde oscuro mientras que los frutos
aparecen manchas pardo oscuras que se necrosan (Figura 6). La transmisién ocurre por

sem illas contaminadas o por interaccién mecanica (INFOAGRO, 2003).

Virus del enanismo arbustivo del tomate TBSV. Este virus es el responsable de la

clorosis y am arillamiento fuerte en hojas apicales formando un mosaico, igualmente
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produce necrosis en las hojas, peciolo y tallo (Figura 6). Se transmite por el suelo a

través de las raices y semillas contaminadas (INFOAGRO, 2003).

Enfermedades que afectan al cultivo de tomate

TYLCV TSWV ToMV TBSV

Pseudomonas Xantomonas Cancer Bacteriano

Figura 6 Principales enfermedades ocasionadas por bacterias y virus que

atacan alcultivo de tom ate S. lycopersicum . Fuente: AAIC, 2003

En el grupo de los hongos se encuentran:

Alternaria. Produce un chancro negro en el tallo a nivel del suelo, pero lesiona

también hojas, tallos, frutos y peciolos (Figura 7). En las hojas, tallos y peciolos

aparecen manchas circulares con anillos concéntricos, mientras que en frutos las
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manchas son pardo oscuras. Las principales fuentes de dispersiéon son: plantas silvestres,
semillas infectadas y plantas enfermas. Las conidias se dispersan a través de agua, lluvia
y viento; el desarrollo se favorece a tem peraturas entre 3 - 35 °C mientras que la
esporulacion aumenta en noches himedas seguido de dias soleados a temperaturas

elevadas (INFOAGRO,2003).

Fusarium. Afecta las raices y el cuello de la planta ocasionando un marchitamiento
en general (Figura 7). Se inicia con la caida de los peciolos de hojas superiores hasta
afectar los otros 6rganos aéreos, internamente el tallo es color café oscuro. EIl hongo
penetra las raices hasta llegar al sistem a vasculary puede permanecer en el suelo durante
affios. Se disemina mediante semillas, viento, labores de suelo, plantas enfermas o
herramientas contam inadas. La tem peratura 6ptima para el desarrollo de esta plaga es de

28 °C (AAIC,2003; INFOAGRO,2003).

Rizoctonia o tizén temprano. Ataca principalmente a plantas cargadas con frutos,
presenta pequefias manchas concéntricas en hojas y tallo mientras que en los frutos la
mancha es marrén oscuro (Figura 7). Se propaga a través de viento, lluvia y goteras en

invernaderos, su desarrollo se favorece a tem peraturas entre 18 — 20 °C (AAIC,2003).

Tizén tardio. Afecta la parte aérea de la planta en cualquier etapa de desarrollo
debido a que se introduce por los estomas (Figura 7). La infeccidn se produce desde el
caliz hasta cubrir la mitad superior del fruto, en hojas las manchas son irregulares de
aspecto aceitoso que se necrosan invadiendo todo el foliolo, en el tallo en cambio las
m anchas son pardas. Se dispersa por lluvias, vientos, riegos por aspersién, rocios y gotas
de condensaciéon. EIl desarrollo de esta plaga se favorece a humedades relativas

superiores a 90 % y tem peraturas entre 10 - 25 °C (AAIC, 2003; INFOAGRO,2003).
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Cenicilla. Se caracteriza por presentar pustulas de polvo blanquecino en hojas y
tallos (Figura 7). En ataques severos se pierden racimos florales, hojas e incluso plantas.
Se propaga a través de la lluvia, viento y las personas que trabajan en el invernadero.
Las condiciones favorables para el desarrollo es humedad relativa inferior al 60 %

acompafiado de tem peraturas de 17 — 30 °C (AAIC,2003).

Podredumbre gris. Ataca a cultivos horticolas ocasionando el “damping off” o caida
de las plantulas debido a que afecta el pie de las plantulas recién nacidas ocasionando su
muerte (Figura 7). En hojas y flores las lesiones son pardas, en frutos en cambio la
podredumbre es blanda pudiendo observarse el micelio gris en el tejido. Las conidias se
dispersan por el viento, salpicaduras de Iluvia, gotas de condensacién en pléastico y agua
de riego. La enfermedad se desarrolla a tem peraturas entre 17 - 23 °C con una humedad

relativa sobre el 95 % (INFOAGRO, 2003).

Erwinia. Este hongo permanece en el suelo o sobre los restos de plantas enferm as
tornando de color pardo al tallo,am arillo al follaje y marchitando la planta (Figura 7). Se
propaga a través del agua de riego y las condiciones que favorecen el desarrollo de esta
plaga son tem peraturas entre 5 — 37 °C, hidrom etrias elevadas y altas humedades en el

suelo (AAIC,2003).
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Enfermedades que afectan al cultivo de tomate

Alternaria Fusarrum Rizotocnia Tizén tardio

Cenicilla Podredumbre gris Erwinia

Figura 7 Principales enfermedades ocasionadas por hongos que afectan al

cultivo de tom ate S.lycopersicum . Fuente: AAIC, 2003

1.4.1.4 M étodos de control

El manejo integrado de plagas y enfermedades (M IPE) consiste en el uso de
m étodos de control contra plagas y enfermedades, basado en la biologia y ecologia

(AAIC,2003; Corpefio, 2004).

Segun Escalona (2009), el MIPE se basa en: a) monitoreo de la dinamica
poblacional de la plaga o enfermedad, b) integracién de la mayor cantidad de medidas de

control fisicas, quimicas o biol6gicas posibles de implementar durante el cultivo, y c)
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reducciéon de niveles poblacionales de la plaga o enfermedad, bajo un determinado

umbraleconémico.

El enfoque del M IPE es conservar en lo posible la estabilidad del agro ecosistema,
m anteniendo a los fitopatdégenos en niveles que no causen dafios econ6m icos utilizando
todas las alternativas posibles contra los mismos a fin de mantener densidades

poblacionales tolerables (Corpefio, 2004).

La primera etapa del control implica el reconocimiento del agente causal con el fin
de com prender su ciclo de vida, las condiciones am bientales 6ptimas para su desarrollo
y los medios de dispersion. Para ello, se estable el monitoreo con el objetivo de

determinar la presencia del patégeno a través de conteo de individuos (Escalona, 2009).

Los medios de control que im plementa el M IPE, corresponden a labores culturales y
manejo quimico que se utilizan de forma normal durante el desarrollo del cultivo
(Escalona, 2009). Sin embargo, el control quimico deberia ser el Gltimo paso debido a
que pueden aplicarse otros m étodos y técnicas antes de un agroquimico, pero por falta de
informacién el productor moderno esta educado y entrenado por la agroindustria para

usar productos quimicos como el Gnico m étodo de control (AAIC,2003).

Segun Corpefio (2004) y Escalona (2009) existen diferentes practicas de M IPE entre

las cuales podem os mencionar:
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Control Cultural. Elimina rastrojos del cultivo anterior, prepara los suelos, toma en
cuenta la época de siembra, rota los cultivos, elimina los hospederos, proporciona una

buena fertilizacion, usa barreras vivas y variedades tolerantes o resistentes.

Control Mecanico. Incluye el uso de tram pas de luz, cebos de afrecho con melaza,
pegamentos, repelentes y atrayentes con el fin de controlar e identificar los insectos

voladores. Elimina plantas enferm as.

Control Fisico. Utiliza mallas protectoras e involucran los sistemas destinados a

interponer barreras o tram pas.

Control Biolégico. Utiliza patégenos, depredadores y parasitos que sirven para
controlar insectos plagas o feromonas para atraer machos adultos y evitar la

reproduccién.

Control Quimico. Este control requiere monitorear las plantaciones por lo menos
tres veces por semana para identificar las plagas y enfermedades asi como la calidad de
las aplicaciones y la efectividad de los productos. Se recomienda usar junto al pesticida
tinta fluorescente para visualizar el sitio donde cay6, a fin de utilizar el pesticida
especifico y las dosificaciones adecuadas tomando en cuenta el umbral de dafo
econémico, intensidad y fase de desarrollo de la plaga u enfermedad. La calidad del
pesticida se ve afectada por el pH del agua por otro lado el uso de penetrantes, adherente

o surfactantes mejoran su aplicacién.
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1.4.2 M eloidogyne spp.

Los nematodos formadores de nudos son miembros del Género Meloidogyne,
nombre de origen griego que significa “hem bra en forma de manzana”. Constituye un
grupo polifago obligado el cual es econdm icamente importante por su alta adaptacién a
los cultivos y su distribucién a nivel mundial ya que parasita casi todas las especies de
plantas superiores. Se reproducen y se alimentan de células vivas dentro de las raices de
las plantas en los que inducen agallas pequefias y grandes, o nudos en la raiz (Perry et

al., 20009).

Los nematodos son enemigos invisibles por su pequefio tamafio y porque su efecto
es evidente cuando el nivel poblacional es alto. Ellos no sdélo debilitan las plantas
disminuyendo su rendimiento por accién directa sobre las raices, sino que también
actlan en com plejos etiol6gicos que involucran hongos, bacterias y virus. Los huéspedes
altam ente infectados no muestran sintomas externos. Como consecuencia se produce el
retraso del crecimiento, falta de vigor y marchitamiento bajo estrés hidrico. La infeccidn
secundaria por otros agentes patégenos ocasiona el decaimiento de la planta debido a
que Meloidogyne afecta la absorcién de agua y nutrientes, por ende la traslocacién hacia
arriba por el sistema radicular. Al alterar la fisiologia de la planta huésped, los
nematodos del nudo reducen el rendimiento del cultivo y la calidad del producto
generando pérdidas econdémicas (Taylory Sasser, 1983; Rodriguez et al., 2005; Perry et

al., 2009).

Las pérdidas y el dafio de los cultivos producido por los nem atodos es mayor en
zonas tropicales que en zonas temperadas debido a las condiciones ambientales

favorables para la colonizacion, desarrollo, reproducciéon y dispersion. La severidad del
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dafio por Meloidogyne depende de la especie, del huésped, de la rotacién del cultivo, la
temporada y el tipo de suelo. Sin embargo, se han establecido umbrales de dafio para
varios cultivos donde la media es de 0,5 - 2 juveniles por g de suelo o tomando en
cuenta el limite inferior de detecci6on de 1000individuos en 500 cm : de suelo (Perry et

al., 2009).

EIl primer reporte ilustrado de la enfermedad del nematodo del nudo aparecié a
mediados del siglo19 con el clérigo M iles Joseph Berkerley cuando atribuy 6 las agallas
de las raices de zanahoria a los nematodos. La primera descripcién del nematodo
formador del nudo la realizé Corn0 en 1879, basado en los nem atodos encontrados en
las raices de pipirigallo (Onobrychis viciifolia) en Francia. G6ldi en 1887 realizé una
descripciéon breve de los nem atodos del café en Brazil y las nombré comoM . exigua.
Chitwood desde 1949 retir6 a los nematodos del nudo del Género Heterodera debido a
sus diferencias con los nematodos de quiste, quedando con el nombre de Meloidogyne
desde Go6ldi por su primera descripcién. Sin embargo, Chitwood los nombré con M.
arenaria, M. exigua, M. incognita y M. javanica, y describi6 por primera vez a M.
hapla. En ese tiempo las especies fueron separadas unas de otras por los patrones
perineales, forma del estilete, longitud del estilete y orificios de las glandulas dorsales de

hem bras, machos y juveniles de la segunda etapa (J2) (Perry etal.,2009).

1.4.2.1 Ciclo de vida

El ciclo de vida de M eloidogyne spp. comprende: huevo, cuatro estadios juveniles y
el adulto. La duracién de cada estadio difiere entre las especies y depende de factores

como la temperatura, la humedad y la planta hospedante. En general el ciclo dura de 3 -
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4 semanas a tem peraturas entre 25 — 30 °C. El rapido desarrollo y reproduccién de estos
nematodos en buenos hospedantes depende del alto nimero de generaciones en cada

temporada de cultivo (Herndndez-Ochandia et al., 2012).

Las hembras dejan los huevos en masas gelatinosas com puestas por una m atriz de
glicoproteinas producida en las glandulas renales, manteniendo los huevos juntos y
protegiéndolos del ambiente y predadores. La masa de huevos usualmente se encuentra
en la superficie de las rafces agalladas, inicialmente es suave y pegajosa pero se hace
firme y café oscura con el tiempo (Perry et al., 2009).EIl desarrollo del huevo comienza
breves horas después de la ovoposicion hasta que se ve una larva completamente

formada con un estilete enrollada en lamembrana del huevo (Taylor y Sasser, 1983).

Dentro del huevo, la em briogénesis inicia con una primera etapa juvenil que muda a
la etapa infectiva J2. La eclosion de J2 depende de la tem peratura y la humedad. La
habilidad de M eloidogyne para sobrevivir se relaciona con adaptaciones fisiolédgicas y
bioquimicas incluyendo el retraso de la embriogénesis y la reserva de lipidos que
prolongan la vialidad de J2 hasta encontrar e invadir al huésped (Perry et al., 2009). La
larva del segundo estadio larval puede o no dejar la masa de huevos y moverse a través
de la raiz o en el suelo en busca de una nueva raiz para alimentarse, esta busqueda es al
azar hasta que la larva se acerca a centim etros de la raiz. A partir de alli, se gufa por una
sustancia que emana la raiz hasta la punta radicular (Taylor y Sasser, 1983; Rahman,

2003).

El juvenil J2 em pieza a alimentarse después de invadir la punta de laraiz y se mueve
a través de la misma hasta encontrar un sitio permanente de alimentacién. En este sitio

se alimenta de células del protoxilema y protofloema e induce a las células a
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diferenciarse en células gigantes, una vez ocurrido esto el nem atodo se vuelve sedentario
y se alarga. Bajo condiciones favorables, el estado J2 muda al tercer estado juvenil (J3) vy
después de 14 dias pasa al cuarto estado juvenil (J4) para finalmente pasar a la etapa
adulta.J3 y J4 carecen de un estilete funcionaly no se alimentan aligual que los machos
(Perry et al., 2009).La larva se agranda a lo ancho a nivel de las glandulas esofdgicas
durante la formaciéon de las células gigantes y las agallas. Las células del primordio
genital se divide y éste se agranda observadndose dos ramificaciones en la hembra o un

cuerpo alargado en el macho (Figura 8) (Taylory Sasser, 1983; Perry et al., 2009).

First moult,
J2 after feeding Infective juvenile egg with juvenile

Figura 8 Ciclo de vida delnem atodo delnudo, Meloidogyne. J2 segundo estado
juvenil, J3 tercer estado juvenil; J4 cuarto estado juvenil. Fuente: Perry et al.,
20009.
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Las células gigantes son funcionalmente similares a estructuras denom inadas
sincitios los cuales son inducidos por hem bras sedentarias de otros nem atodos parasitos
de plantas, pero se diferencia en su desarrollo. Estas células no son sélo multinucleadas
al contener cerca de 80 ntcleos sino que cada nlcleo individual es poliploide y algunos
contienen hasta 8 veces mas el niumero de cromosomas. Esto demuestra que las células
gigantes inducidas por Meloidogyne spp. son ejemplos UGnicos de cé6mo los pardasitos

pueden afectar el desarrollo norm al del huésped (Perry et al.,2009).

Se reproducen por fertilizacién cruzada (amfimixis), por partenogénesis mitdtica
obligada, o am bas fertilizaciéon cruzada y partenogénesis meiotica facultativa. EIl proceso
de partenogénesis se inicia en el extrem o distal de las génadas donde existen células que
se dividen formando oogonios. Estas células maduran y por una nueva divisién mitética
se forman oocitos. Posteriormente comienza a madurar el huevo conservando el nimero
diploide de cromosom as (Perry y Moens, 2006).El nitmero de cromosom as varia entre
especies, en especies con meiosis el nitmero haploide de crom osom as varfa entre n = 14
a 19. En especies con mitosis el nutmero de cromosom as diploides varia entre 2n = 30 a

56 (Eisenbacketal., 1981).

La partenogénisis meidtica es una reproduccién facultativa, en <condiciones
favorables la cantidad de hem bras es mayor y se desarrolla con norm alidad, pero cuando
el alimento es menos abundante un gran porcentaje de las larvas se vuelven machos para
cumplir con la partenogénesis meié6tica (Sasser, 1982; Perry y Moens, 2006). La
maduracion de los ovocitos durante la meiosis en la partenogénesis facultativa y la
fertilizacion cruzada implica el emparejamiento de los cromosomas homo6logos,
pudiendo observarse la formacién de tétradas en la metafase. Las especies con
partenogénesis obligada no sufren meiosis y los oocitos maduran en una divisién

m itética observadndose las diadas o el nitmero de cromosomas en la metafase.
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Las especies que se reproducen por partenogénesis son las UGnicas que poseen
machos en su poblacién, su nimero depende de la provision de alimentos y otros
factores. La partenogénesis mitotica es el modo de reproducci6on de M. incognita, M.
javanica, M. arenaria y algunas poblaciones de M. hapla (Tabla 4). Estas especies
cuentan con un sistema reproductor conformado por dos ovarios con una zona germinal,
una zona de crecimiento, un oviducto, una esperm atoteca y un Gtero (Taylor y Sasser,

1983; Perry y Moens, 2006; Song, 2007).

Tabla 4 Tipo de reproduccién de las principales especies del género

M eloidogyne. Fuente: Sasser, 1982.

Especie M odo de reproduccién

M .incognita Partenogénesis mitdtica
M . javanica Partenogénesis mitética
M . arenaria Partenogénesis mitética

M . hapla Partenogénesis meidtica facultativa
Partenogénesis mitética

1.4.2.2 Taxonomiay morfologia

Las especies de Meloidogyne forman una pequefia parte del Phylum Nemata o
Nematoda que incluye pardsitos del hombre y de animales, paradsitos de plantas y
especies que viven en el suelo, agua fresca y el mar. Pertenecen a la Clase Secementea,
Orden Tylenchida, Superfamilia Tylenchoidea, y Familia Meloidogynidae (Taylor y

Sasser, 1983).
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Las fuentes de referencia mas importantes para los nematodos de nudo de la raiz
inician con la monografia de Chitwood en 1949. Sasser en 1954 y Taylor en 1955
describen la importancia de los patrones perineales en la identificacion de las especies.
Inicialmente estos resultados fueron Gtiles para el diagnéstico pero debido a la
variabilidad y el nitmero de especies estos generaron errores en la identificaciéon. Es con
el uso de isozimas y técnicas moleculares que la identificacién empez6 a ser especifica.
En1971 se reviso el género y se incluyd 32 especies, luego de cinco afios se incremento
a 54 especiesy 2 sub especies. Finalmente, en el 2006 se validaron 89 especies (Perry et

al., 2009).

La morfologia de las diferentes especies de M eloidogyne es similar. Sin em bargo,
existen ciertas distinciones que permiten la diferenciacion entre ellas. Dentro de las
caracteristicas morfolégicas se incluye los patrones perineales, la cabeza tanto de
hem bras, machos y segundo estadio juvenil y la morfologia del estilete de hem bras y
machos (Perry et al., 2009).Sin embargo, una poblacién no debe ser identificada so6lo
con los valores de las medidas que proporcionan las caracteristicas morfolégicas, puesto
gue éstos son variables y se superponen (Eisenbacket al., 1981).La Figura 9 muestra el
desarrollo morfolégicamente de los diferentes estadios del ciclo de vida del nematodo

formador de nudo de laraiz.
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Figura 9 Desarrollo morfoloégico de Ilos estadios del nematodo del nudo

Hembra Macho

M eloidogyne spp. Escala: 40 pm . Fuente: Perry etal., 2009.

1.4.2.3 Especies importantes en suelos agricolas descritas en Ecuador

En el Ecuador el género Meloidogyne ataca alrededor de 800 plantas de diferentes
especies de la Costa, Sierra y Oriente. Los cultivos con mayores pérdidas econdmicas
son las hortalizas, las leguminosas y frutales (Revelo, 2002). EI Cuadro 3 muestra la

relacion entre de las diferentes especies de M eloidogyne spp. con los cultivos agricolas

que atacan en el Ecuador.
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Cuadro 3 Especies de nem atodos y su relacién con ciertos cultivos agricolas de

interés en el Ecuador. Fuente: Revelo et al., 2007.

‘ Especie nem atodo Cultivo
M .incognita Tom ate riién ( Solanumlycopersicum)

Tom ate de arbol (Solanum betaceum)
Fréjol (Phaseolus vulgaris)
Col (Brassica oleraceae)
Pimiento (Capsicum anum)
Arveja (Pisum sativum)
Haba (Vicia faba)
Banano (Musa x paradisiaca)
M aiz (Zea mays)
M ani (Arachis hypogaea)

N aranjilla (Solanum quitoense)

M . javanica Cafia de azGcar (Saccharum officinarum)

Tomate ( Solanumlycopersicum)

M . hapla Papa (Solanum tuberosum)

Rosasen invernadero (Rosa spp.)

M . arenaria Piretro (Crysanthemum cinerariaefolium)

Fréjol (Phaseolus vulgaris L)

Existen mas de 80 especies de Meloidogyne distribuidas en el mundo, sin em bargo,
el mayor dafio econdémico se atribuye a las cuatro especies mas comunes M. incognita,

M . javanica, M. arenaria y M. hapla. En el Ecuador se encuentran presentes las cuatro
especies, siendo la mas abundante y diseminada M . incognita con un 80 % de incidencia

poblacional seguido de M . javanica (Trivifio et al., 2003).
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1.4.2.5.1 M eloidogyne incognita

M . incognita es un polifago extremo que ataca a plantas cotiledéneas y no
cotileddneas. Se distribuye a nivel mundial, pero se restringe en cultivos protegidos en
regiones tem peradas. Esta especie a diferencia de las otras tiene una am plia area de
distribuciéon geografica, desde los 40 °N de latitud y 33 °S de latitud, lo cual le
proporciona una vasta gama de huéspedes (Eisenback etal., 1981; Perry et al., 2009). Se
reproduce exclusivamente por partenogénesis mitética dando dos formas cromosémicas,
la primera tiene 2n = 32 - 36 cromosomas y se considera diploide, mientras que la
segunda es 2n = 40 — 46 cromosomas y probablemente es triploide, ésta Gltima es la mas

difundida alrededor del mundo (Eisenback et al., 1981).

Las medida Utiles para la identificacién morfolégica se basa en la longitud total de
J2 de 346 — 463 uym, lalongitud de la cola de 42 — 62 pm, desde el final de la cabeza a la
base del estilete de 14 — 16 pm, la longitud del estilete de la hem bra de 15 — 17 pm y la

longitud del macho de 23 - 25 pm (Eisenback etal., 1981).

M orfolégicamente, la hembra de M. incognita tiene forma de pera sin
protuberancias terminales, los patrones perineales (Figura 10 K) tienen un arco dorsal
compuesto de estrias lisas u onduladas, y algunas de ellas se bifurcan cerca de las lineas
laterales careciendo de incisuras laterales. EIl estilete parte de la regi6n faringeal (Figura
10 A) es cénico ligeramente curvado en el dorso, cuya longitud varia entre 15 — 16um,
la porcién anterior del cono es cilindrico mientras que la posterior es cénica con un eje
ligeram ente am plio. En la regi6n anterior de la cabeza (Figura 10 B - D) el disco labialy
los labios medios son en forma de pera con dos bulbos en el lado ventral del disco labial.

Los labios laterales son largos y se separan del labio medio. Los machos lateralmente se
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caracterizan por su cuerpo anillado (Figura 10 H).En la regién anterior (Figura 10 E) el
disco labial es largo y redondeado, en el centro es concavo y se eleva por encima de los
labios medios en la cabeza marcado por 2 6 3 anulaciones incompletas. EIl estilete es
despuntado y am plio en la porcién media del cono. La cola nace a un cuarto de la punto
de la cola en laregién anterior del cuerpo del macho (Figura 10 F - G). La parte anterior
del segundo estadio J2 es aguzada (Figura 10 1), en la cabeza el disco labial es pequefio
y redondeado ligeramente elevado sobre los labios medios con los que esta fusionado
para formar el casco labial con forma de corbatin. Los labios medios son méas anchos
que el disco labial mientras que los labios laterales yacen en el contorno de la regidén de
la cabeza usualmente de 2 a 3 anulaciones, la longitud es de 350 — 450 pm, la cola mide
entre 43 - 65 pm con una regi6n de hialina de 6 — 14 pmy la punta redondeada (Figura

10 J) (Eisenback et al., 1981; L6pez, Salazary Azofeita, 1991; Perry et al., 2009).
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Figura 10 Meloidogyne incognita. A: region faringeal de la hembra; B-D: regib6n
anterior de la hembra; E: regién anterior del macho; F-G: regién de la cola del
macho; H: campo lateral del macho; I: regién anterior de J2; J: regién cola de

J2; K: patrones perineales. Fuente: Perry etal.,, 2009.
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Otra técnica utilizada en la identificaciéon es la “Prueba de anfitrién diferencial de
Carolina del Norte” donde todas las razas de M. incognita se reproducen en pimiento,
melén y tom ate; pero varia en tabaco y algodoén por la resistencia de la planta (Eisenback

etal., 1981).

La prueba con isozimas generalmente muestra una sola banda correspondiente a la
estereasa tipo 11, sin embargo puede existir otra banda perteneciente a la malato
deshidrogenasa N1. La variabilidad de la estereasa es minima,y sélo una poblacién no
tiene este fenotipo. En cambio la malato deshidrogenasa N1 es parecida en M. javanica,
M . exigua y algunas poblaciones de M . arenaria en cuanto al fenotipo (Eisenback et al.,

1981; Perry etal.,2009).

1.4.2.5.2 M eloidogyne javanica

M . javanica es un polifago que ataca a plantas mono y dicotiledéneas (Perry et al.,
2009). Se distribuye alrededor del mundo y se restringe en cultivos protegidos en
regiones tem peradas (Perry et al., 2009). Se reproduce exclusivamente por
partenogénesis mitética y el nimero de cromosom as varia entre 2n = 43 a 48. Todas las
poblaciones tienen la misma forma cromosémica, es decir, son triploides (Eisenback et

al., 1981).

Las medida Gtiles para la identificacién morfolégica se basa en la longitud total de
J2 de 402 -~ 560 um, la longitud de la cola de 51 - 63 pm,desde el final de la cabeza a la
base del estilete de 14 — 16 pm, la longitud del estilete de la hembra de 14 — 18 pm y la

longitud del macho de 18 — 22 pm (Eisenback etal., 1981).



46

M orfolédgicamente las hem bras son en forma de pera, sin protuberancias terminales.
Los patrones perineales (Figura 11 F) pasan de redondos a planos en el arco dorsal, este
patrén se caracteriza por las incisuras laterales que separan el patréon de la regi6on dorsal
de la regién ventral mediante lineas paralelas y por la falta de estrias que crucen estas
incisuras con la excepcién de que algunas estrias doblan hacia la vulva. EI estilete es
similara M .incognita, mide de 14 — 18 pm, con la diferencia de que el cono no se curva
dorsalmente sin em bargo aum enta su grosor en la parte posterior al igual que el eje; las
protuberancias basales son cortas y gruesas. En la regién faringeal en la cabeza (Figura
11 A) el disco y el labio medio son en forma de pesa, el disco labial posee dos bulbos
prominentes en la zona ventral, en general los labios medios son mellados lo que sugiere
que el labio se dividi6 en pares formando el labio medio, los labios laterales son largos y
parten del labio medio a la regién de la cabeza marcada por anulaciones incom pletas. En
los machos la cabeza posee un largo y difum inado disco labial, el capuchén de la cabeza
es grande y grueso, se ha visto que algunas poblaciones no tienen anulaciones mientras
que otras tienen de 2 a 3 anulaciones (Figura 11 B). EI estilete es cénico, mide entre 19
— 24 pum de longitud. EI eje es cilindrico y generalmente se estrecha cerca de las
protuberancias del estilete las cuales son cortas y gruesas y parten desde el eje. EI
segundo estadio J2 tiene una longitud de 400 — 560 um, la longitud de la cola varia entre
47 — 67 um con una regiéon de hialina de 9 - 18um y punta finamente redonda (Figura 11
D). En la cabeza los labios medios y el disco labia son en forma de pajarita y los labios
laterales son triangulares y estan por debajo los mismos (Figura 11 C) (Eisenback et al.,

1981; Perry et al.,2009).
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Figura 11 Meloidogyne javanica. A: regiéon faringeal de la hembra;

anterior del

variacion de

B:

regién

macho; C: regién anterior de J2; D: regién de la cola de J2; F:

los patrones perineales. Fuente: Perry etal., 2009.1
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La “Prueba de anfitrion diferencial de Carolina del Norte” aplicada en M. javanica
muestra que esta especie se reproduce en plantas de tabaco, sandia y tom ate pero no en

algoddén, pimiento y mani (Eisenback et al., 1981).

La prueba con isozimas utiliza la estereasa de fenotipo J3, J2 o J2a, y la malato
deshidrogenasa de tipo N1. La mayoria de las poblaciones de M. javanica poseen el
fenotipo N1 para la malato deshidrogenasa, similar a M. incognita, M . exigua y algunas
poblaciones de M. arenaria. Solo una poblacién de M. javanica en Bangladesh y Corea
tienen el fenotipo N3, similar al de algunas poblaciones de M . arenaria (Perry et al.,

2009).

1.4.2.4 Enfermedad del nudo de la raiz

Esta enfermedad es ocasionada por los nematodos del género Meloidogyne en la
mayoria de cultivos. Los sintomas por encima del suelo son similares a muchas
enfermedades de la rafz o factores am bientales que limitan la absorcién de nutrientes y
agua. Sin embargo, los sintomas mas representativos se producen en las partes
subterraneas de la planta donde las raices infectadas se hinchan en el punto de infeccidn
y forman nudos o agallas a lo largo de la raiz o en la misma &4rea (Rahman, 2003; Starr,

2011).

Estudios realizados para com prender la dindmica del desarrollo de sintom as tipicos
asociados a M eloidogyne spp.en raices de tom ate mostr6 que de 4 — 7 dias posteriores a
la inoculacién, las plantulas exhiben zonas hinchadas y engrosamiento en los extremos

de la raiz principal y las raices laterales casi imperceptibles a simple vista. Sin em bargo,
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hacia el decimoquinto dia, pequefias agallas fueron evidentes en el sistema radical
aumentando su tam afio entre 20 y 27 dias después. Se ha visto que entre los primeros 7 -
10 dias posteriores a la entrada de las raices, la presencia de M eloidogyne puede pasar
inadvertida (Hern&dndez et al., 2012). En la Figura 12 se observa las diferencias en el
sistem a radicular de una planta no infectada con una planta infectada con nem atodos

M eloidogyne spp.

Figura 12 Sistema radicular de plantas infectadas con nematodos Meloidogyne

spp. A. Planta susceptible, B. Planta resistente. Fuente: Saradnelli, 2010.

En infecciones graves, se produce una disminucién del rendimiento en los cultivos
ocasionando significativas pérdidas para el agricultor. EIl grado de agallamiento depende
de tres factores: la densidad de poblacién de nem atodos, las especies de M eloidogyne y
la "raza", las especies de plantas huéspedes e incluso el cultivo (M itkowskiy Abawi,

2003).
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Esta enfermedad difiere de las otras por la naturaleza del patégeno gracias al
complejo sistema nervioso del nematodo cuya capacidad desencadena reacciones
definidas y localizadas en la planta huésped logrando un mayor contacto e infeccidn.
Adem &s, el sistem a sensorial le proporciona al nem atodo la capacidad de seleccionar de
forma activa y directa las plantas idéneas para su alimentacién y nutricién (Arias et al.,

2009).

En el sitio de alimentaciéon, los nematodos inducen un proceso de re diferenciacién
qgue conlleva la formacion de células de alimentaciéon multinucleadas como resultado de
divisiones nucleares repetidas de la célula nodriza inicial sin citocinesis. Adem &s, se
desarrolla el decrecimiento tipico de la pared celular, las células de la corteza, el
periciclo y el parénquima vascular aumentan de tamafio y se dividen, formando la agalla
que puede ser vista bajo el microscopio entre las 12 y 24 horas posteriores a la
inoculacién. Las zonas hinchadas en las raices desde los 4 dias luego de la inoculacién
demuestran el establecimiento exitoso de los nematodos J2 en el sitio de alimentacidén en

las regiones de diferenciacion celular (Arias et al., 2009; Hernadndez et al., 2012).

Los nematodos no solo cuentan con enzimas y mecanismos para la degradaciéon de
las paredes celulares del hospedante y la formacién de las células gigantes. Sino que
tam bién disponen de mecanismos adecuados para poner a trabajar a su favor el
m etabolismo de la planta infectada. Por ello, la identificacion de los genes de la planta
representa el mayor reto para entender como los nem atodos alteran el desarrollo de la

raiz para produciry mantener las células gigantes (Arias et al.,2009).

Las secreciones del nem atodo del nudo contienen efectores las cuales constituyen la

seffalizacién primaria en la interacci6on planta

nem atodo. Esta interaccion empieza
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cuando J2 modifica su superficie en respuesta a las sustancias difusas de la raiz. Una vez
el nematodo encuentra la sefial em pieza el trabajo de los diferentes 6rganos secretores
como los de la cuticula que forman una pared sobre la superficie del mismo, con el fin
de esconder al nematodo de los mecanismos de defensa de la planta y comenzar la
infeccion. Adicionalmente secreta enzimas antioxidantes que lo protegen de los

antioxidantes del huésped (Perry et al., 2009).

Las anfidias perciben el am biente, son dos 6rganos quimio sensoriales localizados
en la cabeza del nem atodo, las secreciones que se liberan a partir de ellas actdan com o
moléculas sefial durante la interaccién ocasionando la produccién de elicitores en
respuesta de defensa de las plantas. Las proteinas que se producen y se secretan desde
las glandulas faringeas a las células del huésped a través del estilete, son moléculas sefial
que suprimen la defensa del huésped e inducen la formacién de células gigantes. Se
conocen cerca de 60 proteinas con diferentes funciones de las cuales las m &s estudiadas
son aquellas que degradan la pared celular, modulan la defensa de la plantas e inducen

las células gigantes (Perry et al., 2009).

Los juveniles J2 secreta enzimas degradadores y otras enzimas que participan en el
suavizamiento y degradacién de la pared celular durante la penetracién y migracién en
los tejidos de la raiz. En el caso de las 1,4-endoglucanasas se activa con celulosa, las
pectato liasas y poligalactunorasas se activan con pectinas y las xilanasas se activan con
hemicelulosa. Adicionalmente, se han identificado proteinas homologas cuya funcidn
debilita los lazos intermoleculares entre los polisacaridos de la pared celular (Perry et
al., 2009). La glutation S-transferasa (GST) secretada desde las gladndulas faringeas
participan en la detoxificacion de los componentes citotéxicos generados por la

respuesta oxidativa de la planta (Perry et al., 2009).
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Durante el parasitismo se ha observado una baja regulacién de los genes de defensa
lo que sugiere una modulacién activa de la planta por el nematodo lo cual puede
evidenciarse con la corism ato mutasa secretada por las glandulas faringeas que juegan
un papel importante en la supresiéon de defensa de las plantas, debido a que esta enzim a
participa en la sintesis de metabolitos secundarios como auxinas, flavonoides, acido

salicilico y fitoalexinas (Perry et al., 2009).

Junto a la supresion de defensa de las plantas, el establecimiento exitoso de los
nematodos depende de la diferenciacion de las células del parénquima de la raiz en
células gigantes especializadas, que proveen al nem atodo los nutrientes necesarios para
su desarrollo durante las 3 — 8 semanas antes de producir su progenie. EI péptido 13-
aminodacido 16D 10, secretado por las glandulas faringeas de J2, estimula el crecimiento
de raices laterales y participa conjuntamente con dos factores de transcripciéon durante el
desarrollo de la planta. Adem as, tiene dominios CLE similares a los de la planta cuya
funcién es controlar la diferenciacién de las células del tallo con las del haz vascular y
de la raiz con los meristem os apicales. De igual manera la inyecci6n del péptido 16D 10
en el citoplasm a tiene la habilidad de inhibir los factores de transcripcion (Perry et al.,

2009).

1.4.2.5 Respuesta de la planta al nem atodo

En general, las plantas son atacadas por un sin nimero de plagas y enfermedades,y
a pesar de ello la mayoria sobrevive. Esta habilidad de supervivencia se debe a las
defensas que posee conjuntamente con la actividad de compensar tejido perdido o

dafiado. Dentro de estas defensas tenemos mecanismos estructurales y respuestas
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bioquimicas que involucran mecanismos simples o complejos dependiendo del
patégeno. Es importante diferenciar entre defensa y resistencia, el primero se refiere a
una caracteristica particular que ha evolucionado o se ha mantenido en la planta como
resultado de una selecciéon ejercida por el patégeno mientras que el segundo describe la
capacidad de la planta para evadir o reducir el dafio causado por sus atacantes (W alters,

2011).

En la naturaleza gran parte de las plantas son resistentes a agentes patégenos con los
que entran en contacto. Por lo tanto existen plantas inmunes capaces de prevenir la
penetraciéon del patégeno, pero cuando un patégeno afecta a una determinada especie y

no a otra se denom ina resistencia del no huésped (W alters, 2011).

Cada planta puede ser huésped de diferentes patégenos y desplegar diferentes
mecanismos de defensa segln el atacante. En una misma planta puede existir mas de un
patégeno donde uno de ellos puede causar dafios graves a la planta y otro en cambio no
ocasiona ningun dafio. Esta variacion se describe como susceptibilidad donde una alta
resistencia equivale a una baja susceptibilidad y viceversa como se muestra en la Figura

13 (W alters, 2011).
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Figura 13 Relacién entre la planta huésped, patégenos y la reaccién de la

enfermedad. Fuente: W alters, 2011.

Los nematodos pardsitos tienen caracteristicas que los distinguen de otros
organismos, principalmente al alto nivel de desarrollo de los sistemas trofico,
reproductivo, excretor y nervioso, asi como al alto grado de motilidad, sistem a sensorial
sensitivo y la capacidad de seleccionar de forma activa las plantas necesarias para su

alimentacion y reproducciéon(Arias et al., 2009).

Se conoce poco sobre los cambios moleculares que ocurren en la raiz durante la
infeccion temprana, la induccién de las células gigantes o de la respuesta hipersensible.
Los genes inducidos después de la infeccién son relevantes en la defensa contra
nematodos u otros patégenos de las raices aunque los mecanismos de defensa en las
rafices son poco conocidos com parados con los de la parte 4rea de la planta (Arias et al.,

2009).

Los complejos cambios morfolégicos y fisiolégicos que ocurren durante el
establecimiento de los sitios de alimentacién se reflejan en la alteraciéon de la expresion

de los genes del hospedante, entre ellas tenemos heridas o estrés provocadas por el
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nematodo, perturbaciones dirigidas hacia la iniciacién y mantenimiento del sitio de
alimentaciéon. Debido a que muchos de los genes identificados al ser miembros de
familias de genes con regulacion com pleja su respuesta es dificil de interpretar (Arias et

al., 2009).

Las defensas de las plantas contra los nem atodos involucran mecanismos especificos
y no especificos. EIl sistema de resistencia vertical, tanto en la planta como en el
patégeno, se basa en la presencia en ambos de genes particulares y metabolitos
especificos que codifican y tienen relevancia en las cascadas de la respuesta inmune la

cual es preferencialmente inducida en plantas con un genotipo especifico (Arias et al.,

2009).

En el sistema de resistencia horizontal la interacci6én se determina por mecanismos
de defensa constitutivos que operan en la planta, esto fue evidenciado cuando se
encontréd genes de resistencia en la interacci6én tom ate - M . incognita. Algunos genes de
resistencia dominantes han sido identificados y mapeados por ejemplo en tom ate M i, M
- 3y Mi - 9, en pimiento Me3 o en mani Mae y Mag. EI gen Mi ha sido clonado y
pertenece a la clase de genes NBS-LRR la cual también incluye genes que dan

resistencia a virus, bacterias y hongos (Arias et al., 2009).

En plantas resistentes o con resistencia parcial en cambio se observa un desarrollo
incompleto del nematodo con la formacién de agallas seguida de una necrosis de las
células. En estas platas las células gigantes pueden no formarse o son defectuosas razén
por la cual las larvas no com pletan su desarrollo como adultos y/o producir pocos

huevos viables o ninguno. Una resistencia moderada tam bién puede dar com o resultado
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la evoluciéon del ciclo de desarrollo hacia la formacién de machos la que requiere menos

energia que la de una hembra (Arias etal.,2009).

1.4.3 Diagnoéstico de M eloidogyne spp.

La identificacién precisa de los nem atodos del n6dulo de la raiz es crucial para el
control eficaz de esta plaga y depende de la clasificacion rapida y exacta de los
patégenos involucrados. No obstante, la identificacion a nivel de especie es com pleja.
Factores como la morfologia conservada, la morfometria variable, los efectos de
acogida, la variacién intra especifica, el modo de reproduccién partenogenética, la
existencia de especies criticas y aumento de las especies descritas dificultan esta tarea.
La verificacion de poblaciones asi como la deteccién de nuevas especies requiere
técnicas mas exhaustivas que incluya morfologia de patrones perineales en hembras
adultas, forma del labio de J2 y hembras, morfologia del estilete y en algunos casos

pruebas bioquimicas y métodos moleculares (Perry et al., 2009).

Por muchos afios los patrones perineales de la hembra madura y varias
caracteristicas morfom étricas 'y morfolégicas de J2 fueron utilizados en la determinacién
de las especies. A estas metodologias se le agregaron las caracteristicas del macho como
la forma de la regién labial, la forma del estilete y los nédulos basales (Perry et al.,

2009).
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1.4.3.1 lIdentificacién tradicional

La identificacion tradicional requiere la observacion morfolégica tanto de juveniles
J2 como de hembras y machos recolectados de muestras de raices, de masas de huevos

incubados o mediante la técnica Baermann (Perry et al., 2009).

Perry y sus colaboradores en el 2009 describen ciertas caracteristicas para identificar
M eloidogyne spp tomando como referencia sus <caracteristicas morfolégicas. Las
hem bras se caracterizan por la forma del cuerpo, regién labial, longitud del estilete,
forma del cono del estilete, eje y protuberancias basales, forma del arco dorsal, campo
lateral, estrias y terminaciones de la cola y la relaciéon de longitud entre el poro excretor
y el estilete. Para los machos se mide el tamafio, forma y peso del capucho6n labial,
nitmero de anulaciones, diametro de la regién labial, longitud del estilete, la forma del
cono del estilete, eje y protuberancias basales, distancia del orificio (OGD) de la
glandula dorsal desde la base del estilete, y longitud y forma de la espicula. En los
juveniles J2 las caracteristicas miden la longitud del cuerpo y del estilete, forma de la
region labial, perfil de las protuberancias del estilete, distancia del OGD desde la base

del estilete, ntmero de lineas del cam po lateral, y forma y longitud de la cola terminal.

Otra caracteristica morfolégica para identificar Meloidogyne son los patrones
perineales que se localizan en la regién posterior de la hembra adulta. Esta 4&rea
comprende el perineo, cola terminal, lineas laterales y estrias cuticulares. La Figura 14
muestra la preparaci6on para observar los patrones perineales de la hembra (Perry et al.,

2009).
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&)

Figura 14 Preparacion de las hembras para la observacién de los patrones
perineales. A, B: corte del cuello de la hembra y eliminacién del contenido del
cuerpo; C: cuerpo posterior del patréon perineal eliminado; D: recorte de la
cuticula cerca del patrén perineal; E: recortado del patrén perineal listo para el

montaje. Fuente: Perry etal.,, 20009.

A nivel de la planta se pueden aplicar varias técnicas. La raiz puede tefiirse con
fucsina acida lactofenol o lactoglicerol para clarificar la infeccién del nem atodo en el
tejido radicular (Perry et al., 2009).La forma de agallamiento con Meloidogyne
generalmente ocasiona agallas en las raices u otros 6rganos subterraneos aunque también
puede parasitar tallos, hojas o flores e incitar la formacién de agallas en estos tejidos. La
apariencia fisica y la posiciéon de las agallas permiten en algunos casos la identificacion
como en M. javanica y M. incognita tienden a form ar agallas grandes e irregulares lejos
de la punta de la raiz, mientras que M . hapla s6lo agalla en raices laterales (Perry et al.,

2009).
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Al cultivo se le puede aplicar el “Test diferencial de huésped” propuesto por Sanger
en 1954, esta técnica se basa en la respuesta de diferentes huéspedes y la cantidad de
agallas que inducen para identificar las cinco especies de M eloidogyne descritas por
Chitwood (1949) mediante la “Prueba de anfitrion diferencial de Carolina del Norte”. E1
proyecto Internacional de M eloidogyne (IM P) resume la respuesta de aproxim adam ente

1000 poblaciones de las cuatro especies de Meloidogyne (Perry et al., 2009).

Los especimenes de Meloidogyne se pueden observar con el Microscopio
electréonico de barrido, esta técnica requiere que los nem atodos estén vivos y sean fijados
con una solucién buffer de 3 % de glutaraldehido con 0.05M fosfato. Las muestras se
deshidratan con varios lavados de etanol, se secan con CO , liquido y se recubren con
capas de una mezcla de oro — paladio aproximadamente de 20 — 30 nmm de grosor (Perry

etal.,2009).

Adicionalmente existen otros procedimientos que se utilizan para la identificacién.
La informacién obtenida de la citogenética y citolégica se utiliza como informacién
suplementaria para la identificacién de las especies. Las caracteristicas citogenéticas mas
importantes son el modo de reproduccién, el proceso de maduraciéon de los oocitos y
nimero de cromosom as (Eisenback et al., 1981). Los anticuerpos mono y policlonales se
produjeron principalmente para identificar Meloidogyne pero también se utilizan en
investigaciones de la superficie del nem atodo y las secreciones, interacciones con el
huésped y otros parésitos, estudios de localizacién, desarrollo de anticuerpos en plantas
y estudios de com portamiento. Los anticuerpos policlonales son altamente sensitivos y
se utilizan para diagnosticar proteinas, por otro lado los anticuerpos monoclonales
(M abs) son altamente especificos con mejor reproductibilidad, sin embargo, su

produccién es cara e inestable (Perry et al., 2009). La cuantificacion de los nem atodos
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del nudo directamente del suelo usando anticuerpos no es exitosa por lo que algunas

veces se requiere de la extracciéon de nem atodos (Perry et al., 2009).

El uso de las isozima permite el anéalisis de proteinas mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida lo cual proporciona informacién adicional para distinguir las
especies, las isozimas m &s utilizadas son las estereasas, las malato deshidrogenasa y laa-
glicerofosfato deshidrogenasa (Eisenback et al., 1981; Perry et al., 2009).Esta técnica
aun es ampliamente utilizada a pesar de haber algunas limitaciones en el fenotipo de
varias especies. Sin embargo, existen varios sistemas de isozimas utilizados como la
estereasal/carboxilestereasa EST (EC 3.1.1.1) que provee la mejor discriminacidéon de las
especies, la malato deshidrogenasa M DH (1.1.1.37), dismutasa superoxidasa SOD
(1.15.1.1) y la glutam ato-oxoloacetato transaminasa GOT (EC 2.6.1.1) son isozimas

usadas para confirm ar la especie (Perry etal., 2009).

Los patrones de westereasa para identificar las 4 especies mas comunes de
M eloidogynese pueden observar en la Figura 15. La movilidad electroforética relativa
(Rf) de las estereasas principales se estandarizé a una banda de 50 para M. hapla
ajustando el Rf para las otras especies. Solamente las bandas mayores de la estereasa
aparentan tener un valor taxondmico, ya que las bandas menores son variables entre las

especies (Eisenback et al., 1981; Perry et al., 2009).
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Figura 15 Patrones de estereasas en hembras de las cuatro especies de
M eloidogyne reveladas en un gel de poliacrilamida y coloreado con alfa naftil

acetato. Fuente: Eisenback et al., 1981

1.4.3.2 Deteccién molecular

Las técnicas moleculares permiten adquirir un conocimiento profundo de |la
estructura del &cido nucleido, genética molecular, bioquimica de la transcripciéon y
sintesis de proteinas. La correcta ejecuciéon de estas técnicas determina la calidad de los
resultados obtenidos en una investigacién, por lo que cada técnica molecular debe ser
realizada bajo un estricto orden y manejo de extrema precaucién (Klug y Cummings,

1999; Douglas et al., 2009).

La aplicacién de las diferentes técnicas em pleadas en biologia molecular para el

andalisis del genoma, depende en gran medida de la habilidad para extraer el ADN. Por
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esta razoén, se utilizan diversos métodos de extraccién dependiendo del tipo de tejido a

emplear (Velasco, 2005).

Las fases de extraccion de ADN tiene dos etapas fundam entales, la primera consiste
en la desintegracion del tejido, homogenizacion de los componentes celulares, y la
segunda etapa comprende la separacién, precipitacion de los 4acidos nucleicos y la

diluciéon en una buffer adecuada (Zarate et al., 2009).

La homogenizaciéon de la muestra depende de la técnica de desintegracién tomando
en cuenta el volumen y el tipo de muestra. Dentro de los métodos fisicos podemos
mencionar la sonicacién, hervido, congelacién-descongelacién y choque osmdtico
mientras que entre los métodos quimicos se encuentran los detergentes (SDS) o enzim as

(lisozima, proteinasa K)(Bioquimica, 2009; Zarate et al., 2009).

Luego de la ruptura de la pared celular y para facilitar la solubilizacién de los
componentes celulares y complejos proteicos se utilizan soluciones de extraccién o de
lisis de alta o baja fuerza i6nica en presencia de agentes quelantes y altas
concentraciones de cloruro de calcio (NaCl). Estos reactivos se utilizan para proteger el
ADN de la accién de las DN Asas sin afectar el m aterial genético al capturar iones de
magnesio evitando que actlen como cofactores de las nucleasas, para prevenir la
contaminacién de la muestra con polisacaridos que afecten la pureza del ADN y a su vez
inhiban la actividad de enzimas como polimerasas, ligasas y endonucleasas de
restriccion, o para solubilizar proteinas, tejidos y membranas, evitando que una cantidad
de ADN quede atrapada en los desechos o restos celulares(Velasco, 2005; Bioquimica,

2009; Zarate et al., 2009).
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La base para la separacién de los polisacéaridos y los 4cidos nucleicos, es su
solubilidad diferencial en presencia de altas concentraciones de NaCl mediante la
precipitacion. Los dcidos nucleicos son solubles en agua por el caracter hidrofilico de los
grupos fosfato, de esta forma en una mezcla de solventes no miscibles luego de una
incubacion y centrifugacion los 4cidos nucleicos tienden a permanecer en la fase acuosa
mientras que los lipidos y gran parte de las proteinas desnaturalizadas se encuentran en
la fase organica. Los reactivos mas usados para la separaciéon son el fenol y el
cloroformo ya sea por separado o en conjunto. EIl primero se utiliza para desnaturalizary
solubilizar proteinas y componentes celulares; el segundo permite la separacion de las

fases durante la centrifugacion adem &s de actuar como desnaturalizante (Velasco, 2005;

Zarate et al.,2009).

La precipitacion de acidos nucleicos de la fase acuosa permiten la purificaciéon y
concentracion de ADN, usando alcoholes como etanol o isopropanol los cuales
simultaneamente neutralizan las cargas negativas con sales y deshidratan la molécula

para su posterior dilucién (Velasco, 2005; Zarate et al., 2009).

Se han descrito muchos métodos para extraer ADN puro de hembras, machos, de
varios juveniles J2 o de uno solo mediante el método de tamizado de Baermann o la
extraccién de raiz o suelo de cada uno de los estadios requeridos. En algunos casos la
extraccion de ADN de un sélo J2 incluye aplastar al nem atodo en un porta objetos con la
punta de una micropipeta, tratarlo con hidréxido de sodio (NaOH) y con proteinasa K
seguido de una buffer de lisis. M uestras grandes de nematodos juveniles o masas de

huevos se realizan mediante fenol:cloroformo o usando kits comerciales(Perry et al.,

2009).
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Se puede extraer ADN de agallas de plantas infectadas con Meloidogyne de
muestras de suelo donde se encuentre el nematodo con Kkits comerciales o mediante
soluciones preparadas (Perry et al., 2009). Los métodos tradicionales se caracterizan por
no requerir en ningdn momento del uso de paquetes comerciales, las soluciones
requeridas son elaboradas en el laboratorio y pueden ser modificadas segun los
requerimientos particulares. La extraccién de ADN por estos métodos com bina procesos
qguimicos, fisicos y mecéanicos e incluye basicamente las mismas etapas para cualquier

extraccién de ADN (Falcény Valera, 2007).

La extraccion de ADN directamente del suelo se puede realizar mediante Kkits
comerciales o meétodos tradicionales siguiendo los mismos pasos homogenizacién,
separacion, precipitacién y purificacion. Sin embargo, estos métodos para detectar
M eloidogyne spp. no han sido reportados debido a que la aplicacién de diagndsticos

molecular usando ADN total de suelo es limitado (Perry et al., 2009).

Se ha descrito que la extraccién de ADN de suelo sin kits comerciales recupera
grandes cantidad de ADN pero con una baja pureza debido a que la remocién de &cidos
hdmicos no es tan eficaz como en los kits, y como consecuencia de ello se puede inhibir
la reaccién de PCR. Finalmente, el éxito de los protocolos es limitado, depende del

organismo a ser estudiado, los genes y el tipo de suelo (Larsy Aflsa, 2006; M aria Rosa,

Tauk y Ceccato-Antonini, 2010).

Generalmente los kits comerciales se utilizan cuando se requiere ADN de alta
calidad o bien se trata de organismos de cierto grado de complejidad entre los cuales

mencionamos PURIGEN, QUIAGEN, MILIPORE, GENTRA y MoBio. En general,
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cada protocolo es modificado con el fin de ajustarlos a los requerimientos de los

organismos en estudio o para mejorar losresultados obtenidos (Falcén y Valera, 2007).

Es importante la cuantificacion de ADN para estimar la cantidad y la calidad de la
muestra ya sea observando la intensidad de la banda en geles de agarosa donde el ADN
es tefiido o mediante técnicas de espectrofotometria de luz ultravioleta (Zarate et al.,

2009).

En las preparaciones de acidos nucleicos, son frecuentes las impurezas de naturaleza
proteica. Dado que los aminoéacidos arom aticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano)
absorben luz UV, se puede estimar el grado de impurezas de origen proteico a partir del
cociente de absorbancias A260/A280. La presencia de proteinas hard que este cociente
sea menor que el esperado para un ADN puro. En general, muestras consideradas de alta
pureza para ADN de doble hebra el coeficiente A260 /A280 es mayor o igual a 1.8

(Zarate et al., 2009).

1.4.3.2.1 Técnica PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR), fue
descrita por Kari Mullis en 1985 y 1988, considerada como una revolucién de las
técnicas moleculares se le otorg6 el premio Nobel de Quimica en 1993. EI eje focal de
esta técnica radica en la capacidad de producir in vitro cantidades exponenciales de un
fragmento definido de ADN a partirde una Gnica copiay reaccién, perm itiendo con ello
trabajar, manipular y estudiar a profundidad dicho fragmento. Esta técnica surge com o

una herramienta de estudio que brinda la posibilidad de trabajar con poco material
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inicial, siendo un muestreo no invasivo o poco destructivo de organismos vivos Yy
optimizando recursos cuando se cuenta con poca cantidad de muestra (Espinoza, 1998;

Pérez, 2000; Sanchez y Saldafia, 2004; Rodriguez y Barrios, 2011).

La PCR se realiza en el termociclador, equipo que aumenta o disminuye la
tem peratura en ciclos que se repiten una y otra vez. La am plificacién in vitro del DN A
ocurre en tres pasos. A) Desnaturalizacion del ADN a copiar, mediante el aumento de
tem peratura 95 °C para separar la doble hélice del ADN en cadenas sencillas, luego el
termociclador ajusta la tem peratura entre 40 - 60 °C dando lugar al segundo proceso, B)
Hibridacion o apareamiento de los primers al ADN molde, estas secuencias pequefias se
unen a una de las cadenas del ADN molde de forma que sus extremos 3° — OH apuntan
el uno hacia el otro delimitando la secuencia a am plificar. Posteriorm ente la polimerasa
se una a la doble cadena de ADN recién formada y em pieza a copiar en sentido 5°-37,
agregando unas bases mas los puentes de hidrégeno formados entre las bases estabilizan
la unién y el oligonucledtido permanece en ese sitio para el siguiente paso. Ocurrido esto
la tem peratura sube a 72 °C donde la polimerasa alcanza su maxima actividad e inicia el
tercer paso. C) Copia de las cadenas delimitadas por los primers, cada uno de los
extremos 3> — OH de los primers apareados ala cadena molde son extendidos generando
las cadenas hijas correspondientes (Espinoza, 1998;Pérez, 2000; Laboratorio de
investigacion am biental, 2004; Sadnchez y Saldafia, 2004; Rodriguez y Barrios, 2011). EI

proceso que realiza la PCR se muestra en la Figura 16.
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Figura 16 Am plificacion del ADN mediante la técnica de PCR. Fuente: New
England Biolabs, 2013.

La desnaturalizacién, hibridacidn y polim erizacion se repiten “n” veces,
duplicandose en cada ciclo el nimero de cadenas delimitadas por los oligos. Este
proceso se considera como una am plificacién exponencial o logaritmica, donde las
cadenas previamente sintetizadas sirven de molde para las futuras am plificaciones

(Pérez,2000).
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Los principales componentes de la PCR son:

El ADN molde constituye la regiéon que se quiere amplificar y su concentraci6n en
la. PCR depende de cada laboratorio, sin embargo, altas concentraciones del mismo
aumenta el porcentaje de productos no especificos, por ello delimitar las cantidades asi
como el nitmero de ciclos es crucial en la fidelidad de la reaccién. Por otra parte, la
utilizacion de reactivos en la extracciéon y purificacion de ADN como fenol, EDTA y

proteinasa K pueden inhibirla accién de la Taqg ADN polimerasa.

La Buffer PCR crea las condiciones 6ptimas para la actividad de la Tag ADN
polimerasa. La mayoria contienen Tris-HCI, cloruro de potasio (KCIl) o cloruro de
magnesio(M gCl,);generalmente se encuentran a una concentracién delOX pero se
recomienda una concentraciéon final de 1X ya que altas concentraciones incrementa el

porcentaje de productos inespecificos en la PCR.

Los primers son fragmentos cortos de una sola cadena de ADN, de 15 -
30nucledtidos de longitud, com plementarios con la cadena molde y flanquean la regidn
de interés. Los primers proveen un grupo libre 3"-OH donde la ADN polimerasa afiade
dNTPs. EI porcentaje de citocinas (C) y guanidinas (G) debe ser entre un 40 - 60 % del
total de las bases por lo que deben distribuirse uniformemente en toda la secuencia, se
debe evitar mas de tres C o G al final porque puede ocasionar un cebado inespecifico, y
no deben ser auto complementarios o complementarios con otros primers con el fin de

evitar form ar dimeros o horquillas entre ellos en la PCR.
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La temperatura de annealing de la PCR (T ,) debe ser aproximadamente 5°C menor
que la tem peratura de melting, mientras que la Tm entre los primers no debe diferir mé&s
de 5 °C. La temperatura de melting para primers de 25 nucledtidos se calcula con la

siguiente féormula:

Tm =4 (G +C)+ 2 (A +T),donde

G,C,A y Tcorresponde al nimero total de nucled6tidos en el primer.

El cloruro de magnesio (M gCl,)influye en la rigurosidad de la interaccién entre los
primers y el ADN molde. EIl rango recomendado varfa entre 0,5 — 4m M en aumentos
progresivos de 0,5 m M de concentracién, siendo el recomendado
1,5m M .Concentraciones bajas de M gCl,eliminancebados y productos no especificos de
PCR cuando la fidelidad de la am plificacion sintesis de ADN es critica. No obstante,
pocos iones magnesio resultan en un bajo rendimiento de producto de PCR. Altas
concentraciones en cambio estabilizan la interaccién entre los primersy el ADN molde

aunque también pueden ocasionar productos no especificos de PCR.

Los nucleo6tidos fosfatados (dNTPs) se adhieren a la cadena creciente de ADN por
accion de la ADN polimerasa. La concentracion de cada dNTP es 200 pM en la mezcla.
La concentracién de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) debe ser igual, caso

contrario la falta de exactitud en la concentracién de un dNTP aumenta el apareamiento

erréneo.

La Tag ADN polimerasa es una enzima de la bacteria Thermus aquaticus, que vive
en ambientes calientes y requiere biomoléculas termo estables para su supervivencia.

Esta enzima puede sintetizar eficientemente ADN bajo condiciones intensivas de
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calentam iento como la PCR. Usualmente se wutiliza 0.02 unidades de Taq ADN
polimerasa por pL de mix de reacciéon. Altas concentraciones de Taq pueden ocasionar
la sintesis de productos no especificos. Cuando existen inhibidores en la reacci6n se
requiere utilizar altas concentraciones (0.04 — 0.06 unidades) con el prop6sito de obtener

un mejorcampo de productos am plificados.

El suero albumino bovino (BSA) es un aditivo opcional de la PCR que tiene la
capacidad de aumentar el rendimiento de los productos obtenidos. Se cree que el BSA

atrapa los inhibidores que pueden hacer la reaccién ineficiente.

Las técnicas moleculares basadas en PCR son de gran importancia en el diagnostico
de especies y filogenia dentro del género M eloidogyne(Perry et al., 2009).Durante las
Gltimas dos décadas se han venido desarrollando diferentes métodos para la
identificacion, la com paracion de generos, especies y niveles de poblaciéon de
M eloidogyne. Como consecuencia de ello, se han descrito varias técnicas entre las cuales
podemos mencionar el uso de ADN mitocondrial, regiones espaciadoras internas
transcritas (ITS), genes del ADN ribosomal 18S y primers especificos. Adicionalmente,
se ha demostrado que la técnica de PCR es lo suficientemente sensible para identificar
los nem atodos a nivel de especies (Zouhar et al., 2007;M cCuiston et al., 2007Sayed et

al., 2010).

En general, los procedim ientos de identificacion a nivel molecular se Illevan a cabo
mediante el uso de ADN purificado de individuos aislados de suelo o de raices de
plantas infectadas (Hibschen et al., 2004; Powers et al., 2005; Qiu et al., 2006). Se ha
detectado nem atodos en tejidos de tallo y hoja, sin embargo no existe un sistema de

detecciéon comparable en raiz o suelo (Hirsch et al., 2000; Qiu et al., 2006). A pesar de
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ello, existen trabajos de deteccién molecular en planta de patégenos como hongos
nem até6fagos en raices de tom ate, raices de papa y hongos transmitidos por el suelo en

las raices de sandia (Lovic et al., 1995;Hirsch et al., 2000: Atkins et al., 2005).

La visualizaciéon de los resultados como productos de PCR y la observacion de la
concentracion e integridad del ADN se realizan con electroforesis en geles agarosa,
debido a que no es toxica, tefiido con bromuro de etidio, nitrato de plata, SYBER SAFE,
Gel Red, Syber Green, Syber Gold, entre otros. En este procedimiento las moléculas
migran segun su tamafio, es decir, los de menor tamafio migran mas rapido hacia el
d4nodo que aquellos de mayor tamafio mediante la aplicacién de un campo eléctrico a una
solucién de moléculas tamponada con carga neta que funciona como un filtro (Galvan et

al., 2001.; Posso, 2009; Zarate et al., 2009).

En general, los componentes necesarios para la electroforesis son A) agarosa,
coloide natural para separar moléculas de mas de 200K Da que permite una electroforesis
répida pero con una resolucién limitada, B) el tampén de electroforesis afecta la
movilidad puesto que en ausencia de iones la movilidad es lenta pero en tampones de
elevada fuerza i6nica la conductancia eléctrica es alta pudiendo ocasionar la fundici6n
del gel o desnaturalizacién del ADN. Los principales tampones son EDTA (pH 8,0) y
tris-acetato (TAE), tris-borato (TBE) o trisfosfato (TPE) a 50 mM (pH 7,5 - 7,8). C) el
m arcador se utiliza para determinar el peso molecular de la muestra. D) el tampo6n de
carga debe contener agua, sacarosa y un colorante. EIl propdsito de este es aum entar la
densidad de las muestras para que las gotas de ADN caigan uniformemente en el pocillo,
afiadir color a la muestra e incorporar un colorante a la muestra que, en un campo
eléctrico, se desplace hacia el 4anodo a una velocidad previsible (Somma y Querci,

2007).
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La velocidad de migracién depende de varios pardm etros, entre los cuales podem os
destacar el tamafio del ADN, la concentracion de agarosa, la corriente aplicada, la
direccion del campo eléctrico, la composiciéon de bases de los fragmentos a analizar, la
temperatura y la composicion del buffer de electroforesis (Zarate et al., 2009).
Segmentos como ADN total se trabaja a concentraciones de 0,8% a 60V para evitar la
fragm entaciéon del mismo. Segmentos de 500 — 1500pb en geles al 1,5 — 2% mientras

gque segmentos de 100 — 500pb en geles del 4 — 6% , con voltajes entre 20 - 120V de

pendiendo de la velocidad que migre el ADN (Posso, 20009).

1.5 Hipotesis

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa, PCR, permite la deteccién e
identificacion de Meloidogyne incognita y Meloidogyne javanica en suelos agricolas

destinados al cultivo de Solanum lycopersicum.
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CAPITULO 2

Deteccidon e identificaciéon del nem atodo form ador de agallas Meloidogyne spp.en

suelos agricolas destinados al cultivo de Solanum lycopersicum mediante la técnica PCR

2.1 Participantes

La presente investigacion involucré la participacién de la Escuela Politécnica del
Ejército (ESPE), a través del laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la carrera de
Ingenieria en Biotecnologia y el Grupo de investigacién de Biologia M olecular en

plantas (BM P).

Este proyecto fue realizado por la sefiorita Natalia Liszeth Cantufia Cacuango, bajo

la direccion de la Dra. Karina Proafio y co-direcciéon dela M. Sc M dnica Jadan.

2.2 Zona de estudio

El estudio a nivel de laboratorio fue ejecutado en las instalaciones de la ESPE, en
los laboratorios de Biotecnologia Vegetal de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia,
ubicados a una latitud S 0°20°/ S 0°10° y longitud W 78°30°/ W 78°15” a 2280 msnm
(Instituto Geografico Militar, 2013), en el campus Politécnico de Sangolqui, cantén
Rum ifahui, provincia de Pichincha. En el laboratorio las condiciones am bientales van de

13 - 20°C,conuna humedad relativa del 70 al 80% .
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2.3 Periodo de duracién de lainvestigacién

La presente investigacién tuvo una duracion de 12 meses. Se inicié en el mes de

junio del 2013 y culmind en junio del 2013.

2.4 Disefio experimental

Los resultados de las estandarizaciones de las técnicas de detecci6on molecular se
analizaron mediante estadistica descriptiva. Con este fin se hicieron pruebas de ensayo-
error en donde cada una se realizo por duplicado. Se verificé la presencia o ausencia del
patégeno teniendo en cuenta el peso en pares de bases del amplicén obtenido.
Adicionalmente, se determind el limite de detecci6on para cada sistema y se probd si los

protocolos estandarizados son reproducibles.

2.5 M etodologias

La presente investigacion consta de dos etapas, una de campo y otra de laboratorio.
La fase de campo incluye la toma de muestras de suelo en la ciudad de Pimampiro
provincia de Imbabura. La otra fase se estableci6é para la estandarizaciéon de la técnica de
diagndstico e identificacion que incluye el crecimiento de Solanum Ilycopersicum en

suelos infectados con nem atodos.



2.5.1 Recoleccion de muestras de suelo en campo

El muestreo se

llevé a cabo en la

ciudad de San Pedro

de

Pim am piro, provincia de |Imbabura, donde se recolectaron muestras de

invernaderos con cultivares de tom ate en diferentes etapas de desarrollo en

San José y EIl Rosal.

En la Figura 17 se muestran los invernaderos donde se

recoleccién de las muestras de suelo.
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Pim am piro, cantén

suelo en

los barrios

realizé la

s

Figura 17 Mapa de
Google maps, 2013.

la ciudad de San

Pedro de Pimampiro,

Imbabura.

Fuente:
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La recoleccién de muestras de suelo se bas6é en un muestreo sistem &tico debido a
que este sugiere un modo m as estructurado de tom ar muestras en intervalos regulares. E|
m uestreo sistem atico se caracteriza por tomar varias sub muestras que conforman una
muestra compuesta considerando la naturaleza del campo y la distribuciéon del nem atodo

lo que perm ite evaluar mejor la variabilidad del suelo (Romero, 2010).

Se recolecto aproximadamente 1 Kg de suelo en cada invernadero a una profundidad
de 5 — 30 cm consiguiendo una muestra significativa de nem atodos debido a que éstos
no se distribuyen uniformemente en el campo (Conye y Cole, 2007; INTA, 2010). Las
m uestras se recolectaron con un barreno el cual se limpi6 con agua y alcohol al 100 %
en cada invernadero. Se tomaron 10 sub muestras como minimo en cada invernadero,
cada sub muestra se coloc6é en una funda pléastica retirando de la punta del barreno los
primeros y los Gltimos 5 cm hasta com pletar el total de sub muestras. Posteriormente, se
etiquetaron las fundas y se guardaron en un cooler a temperatura ambiente en total
oscuridad hasta su procesamiento en el laboratorio.Los puntos del muestreo se marcaron
con un sistema de posicionamiento global GPS para tenerlos como referencias en futuras

investigaciones.

2.5.1.1 Establecimiento del m aterial vegetal de cam po en el laboratorio

Para este estudio se utilizaron especies de la familia Solanaceae, especificam ente
Solanum lycopersicum, tomando en cuenta caracteristicas como alta capacidad de

enraizamiento y tolerancia a nem atodos.
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Las semillas utilizadas para la geminacién se lavaron en agua jabonosa por 2
minutos. Luego fueron inmersas en una solucién de etanol al 70% por 30 segundos para
eliminar los contaminantes presentes en la corteza. A continuaci6n, las semillas se
lavaron por agitaciéon constante en agua estéril a tem peratura am biente por 2 minutos.
Posteriorm ente, se sometieron a una inmersién en cloro comercial al 1 % durante 5

minutos y se realizaron varios enjuagues con agua destilada estéril hasta eliminar los

restos de cloro.

Para el crecimiento del material vegetal se utilizaron dos tipos de sustratos, los
cuales fueron definidos en funcién de las necesidades de los estadios de la planta. En la

Tabla 5, se describen los sustratos utilizados y sus com ponentes.

Tabla 5 Descripcién de los tipos de sustratos utilizados en el estudio para el

desarrollo de Solanum lycopersicum

E stadio de la planta Tipo de sustrato

Germinaciény 2T:1C:1TN Turba

Trasplante Cascajo

Tierranegra

Plantas tram pa 2T:2C:2TN:S Turba
Cascajo
Tierranegra preparada

Suplemento inoculo nem atodos

La germinacion de las semillas se realizé en el invernadero con materiales estériles.
Se coloc6 de 2 a 4 semillas por maceta, las cuales se som etieron a un fotoperiodo de 12
h/luz y 12h/oscuridad hasta su germinacién. Al cabo de 30 dias, las plantulas fueron

traspasadas a otras macetas con un sustrato especial para las siguientes fases.



78

La fase de aclimatacién y enraizamiento se realizé a un fotoperiodo de 16 h/luz y 8
h/oscuridad en la cdmara de germinaciéon. EIl sustrato de estos pots fue previamente
hidratado con agua estéril para no causar mayor estrés a la planta durante su
aclimataciéon. Luego del traspaso se mantuvo un riego permanente con agua destilada y
una vez por semana se hizo un riego con solucién Hoagland (Anexo 1). En la Figura 18

se puede observar la germinacién y el crecimiento de las plantas trampa.

Figura 18 Cultivo de plantas de especies de la familia Solanaceae. A. Semillas
de S. lycopersicum, B. Germinaciéon de semillas, C. Desarrollo de plantas a los

20 dias. Fuente: Cantufia, 2013.

A los cuatro meses de edad las plantas trampa se encuentran en el estadio 6ptim o

para los ensayos de inoculacién con nem atodos.

2.5.1.2 Inoculacién de Solanum lycopersicum con nem atodos M eloidogyne spp.

Los ensayos de inoculaciéon se obtuvieron de varios muestreos para la obtencién de
un inoculo de buena calidad de Meloiodogyne spp. La primera zona de muestreo se
encuentra localizada en los puntos N 00° 23.604° W 077°56.953°, N 00°23.874” W 077"

57.106°y a una latitud aproximadamente de 2165 m.s.n.m (GPS, Garmin, ETREX20),en
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la ciudad de San Pedro de Pimampiro, cantén Pimam piro, provincia de Imbabura
(Figura 19 A). En esta zona se obtuvieron plantas de tom ate riién con un alto indice de
agallamiento (Figura 19 B). Los invernaderos fueron escogidos al azar mientras que las
muestras de suelo se recolectaron mediante un muestreo sistem &tico tomando

aproximadamente 1 Kg de suelo.

w5 ‘ ‘& & ke
\":\M‘ "‘,_ < ,

.

Figura 19 Zona 1 de muestreo de inoculo de nematodos en San Pedro de
Pimam piro, Imbabura A. camas en uno de los invernaderos muestreados, B.

Raiz de tom ate con alto indice de agallamiento. Fuente: Cantufia, 2013.

La segunda zona de muestreo se encuentra localizada en la finca Esmeralda
Breeding Hilsea, en los puntos 0°13'0”"S-78°58'2"0 (GPS, Magellan eXplorist 600), a
una altitud de 2219 m.s.n.m, en la ciudad EIl Quinche, cantén Quito, provincia de
Pichincha (Figura 20 A). En esta zona se pudo obtener plantas de hipericum (Hipericum
perforatum) con un alto indice de agallamiento (Figura 20 C), adicionalmente se
tomaron muestras de suelo. Tanto las raices como el suelo fueron wescogidas

sistem aticam ente por camas de cultivo (Figura 20 B).
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Figura 20 Zona 2 de muestreo de la obtencién de inoculo de nematodos en la
Finca La Morita de Hilsea, EI Quinche. A. Recoleccién de raiz, B. Recoleccidn

de suelo, C. Raiz con agallamiento. Fuente: Cantufia, 2013.

Los nematodos, de la zona 1 y zona 2, fueron extraidos por el método de tamizaje
selectivo (Figura 21). Primero se retird el exceso de suelo de la raiz con suaves golpes
sobre una superficie dura, luego se lavaron con agua corriente para retirar el remanente
de suelo y m aterial vegetal, para después lavarlo con agua destilada a fin de contrarrestar
la dureza del agua corriente. A continuacién, se corté la rafz en fragmentos de
aproximadamente 0,5 cm de longitud con ayuda de una tijera podadora y se pes6 20
gramos de la muestra procesada. Posteriormente, se realizé un troceado a maéaxima
velocidad en la licuadora por 20 segundos y luego se sometié6 al tamizaje gradual en
tamices No. 100 (150pum), 325 (44pum) y 400 (38um). Se recolecté el contenido de los
dos UGltimos tamices en un boeco. Finalizado el proceso con todas las muestras se
procedi6 a realizar el conteo en el microscopio éptico a 10 X. Para el conteo
primeramente se determiné el numero de gotas existentes en 1 mL del inoculo total,
luego se colocd 1 gota por cuadrante sobre una placa cuadriculada y se realizé el conteo
de huevos en cada gota, para finalmente sacar un promedio y determinar el nimero de

huevos por mililitro.
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Tamizaje selectivo de Baermann

Figura 21 Proceso de extraccion por tamizaje selectivo. A. Corte de raices con
tijera podadora, B. Lavado, C. Aforo de la muestra con agua, D. Licuado de la

muestra, E. Tamizaje Selectivo, F. Recoleccién de huevos. Fuente: Cantufia,
2013.

La inoculacién de las plantas se realizé colocando 3000 huevos por cada 500 mL de
sustrato (Figura 22). Para ello, se realizaron 3 orificios cercanos a la raiz, se irrig6 el
inoculo equitativam ente en los mismos y finalmente se taparon los orificios. Para evitar
la pérdida del inoculo se suspendid la hidrataciéon del suelo durante los siguientes tres

dias.
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Inoculacion de huevos en plantas de Solamum Iycopersicum

Figura 22 Proceso de inoculacién en plantas trampa de tomate. A. Orificios
cerca de la raiz de la planta, B.Inoculaciéon de la solucién de huevos, C. Plantas

inoculadas. Fuente: Cantufa, 2013.

La Figura 23 muestran las plantas infectadas con nem atodos cultivadas en la cdm ara
de germinacién acondicionada a una tem peratura de 24 + 2 °C,una humedad del 65 % vy
un fotoperiodo de 16 horas/luz y 8 horas/oscuridad en el laboratorio de Biotecnologia

Vegetal de la ESPE.
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Figura 23 Ensayos de infeccibn de nematodos en suelo de Solanum
lycopersicum en la camara de germinacion y en el laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la ESPE, Sangolqui. Temperatura de 24 + 2 °C, humedad relativa
del 65 % y fotoperiodo de 16 horas/luz y 8 horas/oscuridad. Fuente: Cantufia,
2013.

La recolecciéon del suelo para la estandarizaciéon de la técnica se realizéd catorce dias
después de la infeccién. Para ello, se tomaron 5 g de suelo, los cuales fueron
previamente homogenizados siguiendo el patrén que describe la Figura 24, y se

almacenaron a 4 °C hasta su procesam iento.

Patrén de homogenizaciénde suelo

1. Zigzag 2. Vertical 3. Horizontal 4. Espiral

ww | llll | = | B

Figura 24 Patrén de homogenizacién para las muestras de suelo a ser

procesada. Fuente: Cantufia, 2013.
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2.5.2 Extraccién y cuantificacion de ADN gendémico

La extracciéon y cuantificacion de las muestras recolectadas en San Pedro de

Pimam piro tanto de suelo como de raiz se realizaron mediante el uso de Kits

comerciales.

2.5.2.1 Extraccién de ADN gendémico de raiz

Para este ensayo se realizé la extraccién de ADN mediante el DNeasy Plant M ini
Kit de la casa comercial Qiagen® (catdlogo No. 69104). Se utilizé 100 mg de raiz como
m aterial vegetal inicial, el cual fue triturado con nitrégeno liguido en un mortero
congelado. EI polvo obtenido de esta molienda se coloc6 en un tubo de 1,5 mL con 400
uL de buffer de extraccion AP1.Se homogenizd la muestra con el buffer de extraccion vy
se agreg6 4 pL de ARNasa A (100 mg / mL). Posteriormente se realizé una incubacidn
en bafio maria durante 10 min a 65°C, con una mezcla en el vortex cada 3 min para
afianzar el contacto entre las soluciones y la muestra. Al término de la incubaci6n se
affiadié 130 pL de buffer AP2, mezclandose e incubandose en hielo durante 5 min.
Posteriormente, se realizé una centrifugacién a 14000 rpm por 5 min, donde el
sobrenadante obtenido se traspas6é a la columna QIA shredder y se centrifug6é a 14000
rpm por 2 min. Al filtrado obtenido se le afiadié 1.5 volimenes de buffer AP3/E en un
nuevo tubo de 2 mL. De esta nueva mezcla se transfirié6 650 pL a la columna DNeasy
Miniy se centrifugé por 1 min a 10000 rpm . Posteriormente la columna se transfiriéo a
un nuevo tubo y se colocéd 500 pL de buffer AW , para luego centrifugar por 1 min a
10000 rpm . EIl filtrado resultante se elimind. Se affadi6 500 pL de buffer AW a la

columna, y se centrifugé por 1 min a 14000 rpm. Finalmente para recolectar el ADN
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extraido, se transfiriéo la columna a un nuevo tubo de 1.5 mL y colocd 50 pL de buffer de
elucién. Se incub6 por 5 min a tem peratura am biente y se centrifugé a 10000 rpm por 1

min. EIl ADN obtenido se almacend a - 20 °C hasta su posterior cuantificacion.

2.5.2.2 Extraccion de ADN gendémico de suelo

Para la extraccion de ADN gendmico total de suelo se utilizé el Ultraclean™ Soil
DNA Isolation kit de la casa comercial M oBio Laboratories, Inc (catalogo No. 12800 -
50). Se utilizé 0,5 g de suelo com o m aterial inicial, el cual se coloc6é en un tubo de 2 mL
Bead Solution Tubesy se homogenizé en el vortex durante 5 seg. Se afiadié 60 pL de la
Solution S1 y nuevamente se homogeniz6é en el vortex durante 5 seg, se afiadié 200 pL
de IRS Solution para luego realizar un vortex horizontal durante 10 min. Luego se
centrifug6 por 30 seg a 10000 g y se transfirié el sobrenadante a un tubo de 2 mL donde
se agreg6 250 pL de Solution S2 para después homogenizar la muestra en el vortex por 5
seg. Los tubos se incubaron en hielo a 4 "C durante 5 min, a continuacion se centrifugd
por 1 mina 10000 gy se transfiri6 450 pL del sobrenadante a un tubo de 2 mL al cual se
le agreg6 900 pL de Solution S3 y se homogenizo en el vortex por 3 seg. Posteriorm ente
de esta nueva mezcla se transfiri6 700 pL en un tubo Spin Filter y se centrifugdé por 1
min a 10000 g para después eliminar el filtrado. Se agregd el remanente de la mezcla
obtenida anteriormente en el Spin Filter, se centrifugd por 1 min a 10000 g y se eliminé
el filtrado. EIl lavado se realiz6é 2 veces, para ello se afiadié 150 pL de Solution S4, se
centrifugd 30 seg y se descarté el filtrado. Finalmente para recolectar el ADN extraido,
se realizaron dos eluciones de 25 pL y una de 15 pL con la Solution S5, en este paso se
transfirié la columna del Spin Filter a un nuevo tubo de 2 mL Collection Tube. Se
incub6 por 3 min a tem peratura am biente y se centrifugé a 10000g por 30 seg. El ADN

obtenido se almacend a — 20 °C hasta su posterior cuantificacion.
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2.5.2.3 Cuantificacién de las muestras

La cuantificacion de 4&cidos nucleicos se realizdé con el equipo NanoVue™
Spectrophotometer (General Electric ®), el <cual trabaja bajo el principio de
espectrofotom etria de bajo volumen tomando en cuenta la relaciéon de longitud de onda
260/280 y 260/230. Adicionalmente, se visualizé el ADN en geles de agarosa al 1 %
(p/v) preparados con buffer Tris-Borato EDTA (TBE) 1X vy tefiidos con 0,035 plL
SYBR® Safe DNA gel stain (10000*400ulL, Invitrogen, catdlogo No. S33102), por cada
mL de buffer. EI gel se cargé con 4 pL de muestra de ADN con 2 pL de buffer de carga
(Blue juice 10X, Invitrogen, catdlogo N0.10816-015), com o patréon de peso molecular se
utilizé el marcador de bajo peso molecular (Low DNA mass ladder, Invitrogen, catalogo
No0.10068-013). Este procedimiento permitié analizar la integridad, calidad y cantidad

del ADN extraido.

La corrida electroforética se realizé a 100 V durante una hora y se observo en el
. . . . ™ . . .
transiluminador Biodoc-it System bajo luz ultravioleta (UV ). Finalmente el resultado

se fotodocumentd para el anélisis posterior.

2.5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica molecular de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizé en esta
investigacion para la detecciéon y posterior identificacién de las dos especies de mayor

del nem atodo form ador del nudo M eloidogyne spp.en muestras de suelo y raiz.
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2.5.3.1 Disefio de primers

Los primers para la identificaciéon de la especie M. incognita y M. javanica fueron
disefiados en base a las secuencias descritas en la base de dato del Centro Nacional de

Investigaciones Biotecnoldgicas (NCBI; http://www.ncbi.nlm .nih.gov/). En la Tabla 6 se

detalla el nitmero de accesién y la base de datos que describe la secuencia de los genes

evaluados.

Tabla 6 Detalle delnidmero de accesién y la base de datos de los genes.

‘ Gen Accesion No. Descripcidn ‘

JavF/JavVvR U94492.1 M eloidogynejavanica collagen geneM jcol-
3

IncF/IncR HQ728271.1 M eloidogyneincognita esophageal gland
cell secretory protein 8D 05 gene

Para mayordetalle sobre los genes a trabajarver Anexo2 B

Los primers se disefiaron usando el program a PRIMER-BLAST®

(http://www .ncbi.nlm .nih.gov/tools/primer-blast/), donde se ingresaron las secuencias en

formato FASTA y se establecieron los criterios para la generaciéon de las mejores

secuencias de primers (Tabla 7).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Tabla 7 Criterios basicos para el disefio de primers Fuente: Airton, 2010.

Caracteristica Rango ocr

Tamafio del primer Entre 17 a 32 pb
Tamafo de am plicén 200 a 1000ph
Temperatura de fusion Entre 57 a 63°C lamejor 60°C

% G -C De30a70%,6ptima60%
Any De2a7,mejor 4

Los primers disefiados por esta herramienta bioinform atica fueron analizados con

los algoritmos en linea BLAST (http://blast.ncbi.nlm .nih.goc/Blast.cgi). Estos program as

perm itieron comprobar la especificidad de cada primer a través de alineamientos
m Gltiples in silico, verificando la hibridacion con la secuencia para la que fueron

disefiados.

Las secuencias de los primers madas idéneos fueron enviadas a sintetizar a la casa
comercial Invitrogen ® través de un distribuidor autorizado en el pais. Los primers se re
- suspendieron a una concentracion de 100 puM en agua DEPC y luego se incubaron a 4

°C por 24 horas. Una vez reconstituidos se almacenaron a — 20 °C.

2.5.3.2 Ensayos de optimizacion para la deteccién de Meloidogyne spp en raiz y

suelo

Para optimizar la PCR se realizaron ensayos de amplificacion por duplicado,
modificando los componentes de la reacci6on y el programa de am plificaciéon en base a la

investigacion de Grijalva (2013) y Huang y sus colaboradores (2006).


http://blast.ncbi.nlm.nih.goc/Blast.cgi
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Los primers utilizados para la identificacion de Meloidogyne spp. fueron: 16D 10F

(5’-GGC AAA AAG CCT AGT G-3’)y 16D10R (5°-CAG ATATAATTTTATTCAG -

3’) con un amplicon de detecciéon de 200 pb (Anexo 2).

En la Tabla 8 se

detallan las concentraciones y los volimenes de reaccidn

empleados para la deteccién de M eloidogyne spp.con los primers 16D10F y 16D10R.

Tabla 8 Concentraciones y volimenes de reaccién para ensamblaje de la PCR,

en la deteccién de Meloidogyne spp. para los primers 16D10F y 16D10R.

R eactivos Volumen por Catéalogo
reaccién (pL) No.

Agua 12,75 46-2224

Buffer PCR 10 X 1X 2,00 11615-010

M gCl2 50 mM 1.5mM 0,60 11615-010

dNTP's 10mM 0,2 mM 0,40 10297-018

Primer F 10 uM 0,5 uM 1,00 ---

Primer R 10 uM 0,5 uM 1,00 ---

BSA** 700 ng/pl

Taq polimerasa 5U/pL 1,25 U/pL 0,25 11615-010

M uestra (ADN) 50 ng/pL 2,00

Volumen total (pL) 20

Ci= concentracion inicial, C (=

concentracion final

** Reactivo utilizado s6lo para la am plificacion en suelo

Para la optimizacién del método de deteccidon en suelo se incorporéd como adyuvante

de la PCR a albUimina

sérica

bovina (BSA), en

la concentracion recomendada por
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Kreader (1995) y Farrely Alexandre (2013),la misma que fue indican un rango de 50 ng

/ pL a 400 ng /pL de dentro de la master mix.

Para determinar el limite de deteccién de la PCR estandarizada y optimizada, se
realizaron diluciones sucesivas del ADN iniciando con la concentraciéon en la que se
estandarizé la PCR. Las concentraciones de ADN usadas dentro de los mix fueron de 6

ng /pL hasta 3,3 ng /pL.

La Tabla 9 detalla las tem peraturas y tiem pos necesarios para la am plificaciéon de

M eloidogyne spp. utilizando los primers 16D10F y 16D 10R.

Tabla 9 Temperaturas empleadas en la deteccion de Meloidogyne spp.

planteado por Grijalva (2013) para los primers 16D10F y 16D10R.

‘ Temperatura Tiem po N° de ciclos ‘

1 Denaturacién inicial 94 °C 5min 1
2 Denaturacién del molde de ADN 94 °C 30 seg
8] Hibridacién de los cebadores o primers 60 °C 45 seg Bl5
4 E xtension de lacopia 72 °C 60 seg
5 E xtensién final 72 °C 10 min 1
6 Almacenamiento 4 °C 5min 1

La estandarizacion y optimizacion de esta técnica de deteccidén se realizé en el

termociclador ESCO HEALTHCARE Swift-MaxPro®, con reactivos de Invitrogen ® .

Los productos de am plificacion se fraccionaron electroforéticamente dando un solo

amplicén en geles de agarosa al 1,5 % (p/v) preparados con buffer TBE 1X y tefiidos con

0,03 pLSYBR® Safe DNA gel stain (10000*400ulL, Invitrogen, catdlogo No. S33102),
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por cada mL de buffer. EI gel se cargd con 4 pL de muestra con 2uL de buffer de carga
(Blue juice 10X, Invitrogen, catdlogo No0.10816-015). Se utilizé el marcador de peso
m olecular de 100 pb (TracltTM 100bp DNA Ladder, Invitrogen, catadlogo N0.10488-058)
para determinar las banda. La corrida electroforética se realizé a 100V y 300m A durante
1 hora y se observé en el transiluminador bajo luz UV (UVP BioDoc—ItTM). Los

resultados se fotodocum entaron para el anélisis posterior.

2.5.3.3 Ensayos de optimizacién para la identificacion de M .incognitay M. javanica

en rafiz y suelo

Los primers disefiados para la identificacién de M .incognita fueron: IncF (5°-CCA
GGG CCT TCG CCA CAC AA-3’)y IncR (5’-GGC CAC CAA AAG GTG GCT GT -
3’) con un amplicén de deteccién de 454 pb, mientras que para la identificaciéon de la
especie de M . javanica fue: JavF (5°-TCA AGG CGA AGC AGG ACG GC-3’)y JavR

(5’-AGGACCTGGCGGCCCTTTGA-3")conun amplicén de deteccién de 241 pb.

Adicionalmente de la investigacién de Devran y Ali So6gat en el 2009se tom aron
primers que fueron analizados con herramientas bioinform &ticas, para la identificacioén
de M. incognita fueron: MengincF (5°-GTG AGG ATT CAG CTC CCC AG-3’) y
M engincR (5°’-ACG AGG AAC ATA CTT CTC CGT CC-3’) con un amplicén de
detecciéon de 955 pb y para identificar M. javanica el primer seleccionado fue: ZiljavF
(5°-GGT GCG CGA TTG AAC TGA GC-3")y ZiljavR (5-CAG GCC CTT CAG TGG

AAC TAT AC-3")con un amplicén de detecci6on de 670 pb.
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En la Tabla 10 se detallan las concentraciones y los volimenes de reaccidn
empleados para la identificaciéon de las especies M. incognita y M. javanica utilizando

los primers MengincF,MengincR, ZiljavF y ZiljavR.

Tabla 10 Concentraciones y volumenes de reaccion para ensamblaje de la
PCR, en la identificacién de de las especies M. incognita y M. javanica
planteado por Devran y Ali S63§at (2009) para los primers MengincF, MengincR,
ZiljavF y ZiljavR

Reactivos i Volumen por Catalogo
reaccion (ulL) No.

Agua 17,8 46-2224

Buffer PCR 10 X 1X 2,5 11615-010

M gCl2 15mM 2m M 1,0 11615-010

dNTP's 20 mM™M 0,2 mM 0,5 10297-018

Primer F 20 pM 0,4 uM 1,0 ---

Primer R 20 pM 0,4 uM 1,0 ---

BSA** 700 ng/pl

Taq polimerasa 5U/pL 1 U/pL 0,2 11615-010

M uestra (ADN) 20 ng/pL 1,0

Volumen total (pL) 25,0

Ci= concentracién inicial, C (= concentraciéon final

** Reactivo utilizado sélo para la amplificacién en suelo

Para la optimizaciéon del método de deteccién en suelo se incorporé como adyuvante
de la PCR a albumina sérica bovina (BSA), en la concentracién recomendada por
Kreader (1995) y Farrely Alexandre (2013),la misma que fue indican un rango de 50 ng
/ uL a 400 ng /pL de dentro de la master mix. Para determinar el Ilimite de detecci6én de

la. PCR estandarizada y optimizada, se realizaron diluciones sucesivas del ADN
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iniciando con la concentracién en la que se estandarizé la PCR. Las concentraciones de

ADN usadas dentro de los mix fueron de 6 ng /pL hasta 3,3 ng /pL.

La Tabla 11 detalla las tem peraturas y tiem pos necesarios para la am plificacién de
M . incognita con los primers MengincF y MengincR y para M. javanica utilizando

ZiljavF y ZiljavR.

Tabla 11 Temperaturas empleadas en la identificacioén de M. incognita y M.
javanica planteado por Devran y Ali S6gat (2009) para los primers MengincF,

M engincR, ZiljavF y ZiljavR

‘ Temperatura Tiem po N° de ciclos ‘

1 Denaturacién inicial 94 °C 3 min 1
2 Denaturacion del molde de ADN 94 °C 30 seg
3 Hibridacién de los cebadores o primers 60 °C 30 seg 815
4 E xtensiéon de lacopia 72 °C 60 seg
5 E xtensién final 72 °C 7 min 1
6 Almacenamiento 4 °C 5min 1

Lamaster mix y el programa para PCR tomados como base para determinar las
condiciones idéneas para la am plificacion de los genes que permitan la identificacién de

M .incognita y M .javanica mediante los primers disefiados se describen en la Tabla 12.
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Tabla 12 Condiciones de master mix para la estandarizacién de la am plificaciéon
por PCR convencional para la identificacién de M. incognita y M. javanica por

Devran y AliS6gat (2009), b. Grijalva (2013).

Reactivos Ci ‘Cfa Cfh ‘Catélogo No. ‘
Agua 46-2224
BufferPCR 10 X 1 X 1 X 11615-010
MgCl 50 mM 2 mM 1,5mM 11615-010
dNTPs 10mM 0,2 mM 0,2mM 10297-018
Primer F 10 uM 0,4 uM 0,5 uM ---
Primer R 10 uM 0,4 uM 0,5 uM ---
BSA** 700 ng/pnl 200 ng/pl 4.3 uL
Tag polimerasa 5U/pL 1,25 U/pL 1,25 U/pL 11615-010
M uestra (ADN) 10 ng/pL 50 ng/pL
Volumen total (pL) 25 pl

* Ci= concentracion inicial, C = concentracion final

** Reactivo utilizado sélo para la am plificaciéon en suelo

Para la optimizaciéon del método de deteccién en suelo se incorporé como adyuvante
de la PCR a albumina sérica bovina (BSA), en la concentraciéon recomendada por
Kreader (1995) y Farrel y Alexandre en el 2013, la misma que fue indican un rango de

50 ng /pL a 400 ng /pL de dentro de la master mix.

Para determinar el limite de detecci6on de la PCR estandarizada y optimizada, se
realizaron diluciones sucesivas del ADN iniciando con la concentraci6on en la que se
estandarizé la PCR. Las concentraciones de ADN usadas dentro de los mix fueron de 6

ng /pL hasta 3,3 ng /pL.
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La Tabla 13 y Tabla 14 detalla las tem peraturas y tiempos necesarios para

identificacion de M . incognita y M .javanica.

Tabla 13 Programas de PCR para la estandarizacion de la am plificacion por
PCR convencional para la deteccién de M. incognita y M. javanica por Grijalva
(2013).

Temperatura |Tiem po N° de ciclos

1 Denaturaci6n inicial 94 °C 5 min 1
2 Denaturaciéon del molde de ADN 92 °C 45 seg

3 Hibridacién de los cebadores o primers 64 °C 1 min 85
4 E xtension de lacopia 72 °C I min

5 E xtensién final 72 °C 10 min 1
6 Almacenamiento 4 °C 5min 1

Tabla 14 Programas de PCR para la estandarizacion de la am plificacién por
PCR convencional para la deteccion de M. incognita y M. javanica por Devran y

AliS6gat (20009).

‘ ‘Temperatura N° deciclos ‘

Tiem po
1 Denaturacién inicial 94 °C 5min 1
2 Denaturacion del molde de ADN 94 °C 30 seg
3 Hibridacién de los cebadores o primers 65 °C 45 seg 35
4 E xtensiéon de lacopia 72 °C 1 min
5 Extensién final 72 °C 10 min 1
6 Almacenamiento 4 °C 5min 1
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La optimizaciéon para la identificacion de las especies de Meloidogyne spp, se realizé
un ensayo de gradiente para determinar la mejor tem peratura de alineam iento, en el cual

se probo6 un rango de entre 55a 65 °C con intervalos de 1 °C.

Para la verificacion de la mejor concentraci6on de cloruro de magnesio se realizé un
gradiente en la concentracion de este compuesto. Para ello se varié la concentracién de

M gCl, desde 1,5 m M hasta 3,0 mM con intervalos de 0,5 mM .

La estandarizacién y optimizacion de esta técnica de detecciéon se realizé en el
termociclador ESCO HEALTHCARE Swift-MaxPro®, con reactivos de Invitrogen ® .
Los productos de am plificaciéon se fraccionaron electroforéticamente dando un solo
amplicon en geles de agarosa al 1,5% (p/v) preparados con buffer TBE 1X y tefiidos con
0.03 pL SYBR® Safe DNA gel stain (10000*400ulL, Invitrogen, catdalogo No. S33102).
El gel se cargd con 4 pL de muestra con 2uL de buffer de carga (Blue juice 10X,
Invitrogen, catdlogo N0.10816-015). Se utilizé como marcador de peso molecular de
100 pb (TracltTM 100bp DNA Ladder, Invitrogen, catdlogo N0.10488-058). La corrida
electroforética se realizé a 100 V y 300 mA durante 1 hora y se observdé en el
transiluminador bajo luz UV (UVP BioDoc-ItTM). Los resultados se fotodocumentaron

para el analisis posterior.
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CAPITULO 3

Deteccidon e identificaciéon del nem atodo form ador de agallas Meloidogyne spp.en

suelos agricolas destinados al cultivo de Solanum lycopersicum mediante la técnica PCR

3.1 Recoleccién de muestras de suelo en cam po

Se muestrearon 10 invernaderos con cultivares de tomate (S. lycopersicum)
localizados en el Barrio San José y en el barrio El Rosal en la ciudad de San Pedro de

Pimam piro.

Se recolecto aproximadamente 1 Kg de suelo por cada muestra en cada punto de
recoleccion. Las muestras fueron clasificadas y etiquetadas de acuerdo al punto

geogréafico GPS y al barrio donde fueron recolectadas (Tabla 15).

EIl muestreo sistem atico se lo realizé tomando en cuenta que los nem atodos no se
distribuyen uniformemente por lo que se traté de recolectar una muestra significativa en
el invernadero al tomar 10 sub muestras siguiendo un patrén en zigzag que conform ¢

una muestra comopuesta.
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Tabla 15 Puntos geograficos tomados por el GPS (Garmin, ETREX20) durante
la recolecci6én de muestras de suelo y raiz en cultivares de tom ate (S.
lycopersicum ) en los barrios San José y EIl Rosal en la ciudad San Pedro de

Pim am piro, provincia de Imbabura.

Coordenadas Etapa de crecimiento

(DDM M .M MM )

1 sJ1 San José N 00° 23.459" Plantas de 3 meses

W 077° 56.948"

2 SJ2* San José N 00° 23.445" Cultivo en produccion

W 077" 56.970"

3 SJ3 San José N 00°23.604" Cultivo en produccion

W 077" 56.953"

4 SJ 4 San José N 00°23.894" Plantas de 1 mes

W 077°57.107"

5 SJ5* San José N 00° 23.874" Cultivo en produccidn

W 077°57.106"

6 SJ6 San José N 00°23.619" Plantas de 4 meses

W 077°57.164"

7 SJ7 San José N 00°23.617" Plantas de 2 meses

W 077°57.165"

8 SJg* San José N 00°23.523" Cultivo en produccion

W 077°57.044"

9 SJ9 San José N 00° 23.592" Cultivo en produccidn

W 077° 56.883"

10 R 1* El Rosal N 00°23.316° Plantas de 2 meses

W 077° 56.783"

*M uestras de raiz recolectadas en campo para los analisis
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3.2 Extraccién y cuantificacién de ADN gendmico

Los ensayos moleculares para la deteccién de Meloidogyne spp. e identificaciéon de

M . javanica y M. incognita se realizaron tanto en muestras de raiz como en muestras de

suelo que fueron recolectados en campo.

La extraccion de ADN de raiz de Solanum lycopersicum recolectado en los

invernaderos de los barrios San José y EIl Rosal se realiz6 mediante el protocolo del kit

DNeasy Plant MiniKit (Qiagen®).

Los resultados se visualizaron en geles de agarosa al 1% (p/v). En la Figura 25 se

observa la electroforesis de ADN de las muestras de raiz recolectadas, donde se verifica

la calidad del ADN.
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Figura 25 Electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con SYBR® Safe
DNA gel stain del ADN extraido con el protocolo del DNeasy Plant MiniKit de
Qiagen® de las muestras de raiz recolectadas en los barrios San José y EI
Rosal. La corrida electroforética se realizé a 110 V, 1h. Donde SJ: San José, R:
El Rosal y M: marcador de bajo peso molecular de ADN (Low DNA mass

ladder, Invitrogen ®)

La determinacion de la pureza y cantidad del ADN, se realiz6 mediante el
NanoVue™ Spectrophotometer, donde la concentracién promedio fue de 68,5 ng / pL.
Los resultados de la cuantificacion del proceso de extraccion de ADN de raiz
recolectadas en San Pedro de Pimam piro en cultivares de tom ate (S. lycopersicum) se

describen en la Tabla 16.



Tabla 16 Cuantificacion de las muestras de raiz de tom ate (S. lycopersicum)
recolectadas en San Pedro de Pim am piro mediante el NanoVue™
Spectrophotometer. Donde SJ: Solanum Ilycopersicum del barrio San José, R:

Solanum lycopersicum del barrio EIRosaly A: absorbancia

M uestra Concentracion Pureza

ng/pl A260/A280 A260/A230
SJ1 97,50 1,6890 2,6680
SJ 2 69,00 1,6200 3,7760
SJ 3 74,50 1,8520 2,1780
R 1 38,25 1,4223 1,4223

EI ADN extraido de las muestras de suelo de cultivares de Solanum lycopersicum
mediante el protocolo del Ultraclean™Soil DNA Isolation kit (M oBio Laboratories, Inc),
se visualizé en geles de agarosa al 1 % (p/v). En la Figura 26 se observa la electroforesis
de ADN de las muestras recolectadas, donde se verifica la calidad del ADN, con bandas

definidas en ausencia de degradacioén.
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Figura 26 Electroforesis en gelde agarosa all% tefiido con SYBR® Safe DNA
gel stain del ADN extraido con el protocolo del UltracleanTM Soil DN A Isolation
kit (MoBio Laboratories, Inc) de las muestras de suelo recolectadas en San
Pedro de Pimampiro en invernaderos de tomate. La corrida electroforética se
realizé a 110 V, 1h. Donde SJ: San José, R: El Rosaly M: marcador de bajo

peso molecular de ADN (Low DNA mass ladder, Invitrogen ®)

La determinacién de la pureza y cantidad del ADN, se realizé mediante el uso

NanoVue™ Spectrophotometer, donde la concentracién promedio fue de 94,5 ng /plL.

Los resultados de la cuantificacién del proceso de extraccion de ADN de suelo

recolectado en San Pedro de Pimampiro en cultivares de tom ate (S. lycopersicum) se

describen en la Tabla 17.



Tabla 17 Cuantificacién de las muestras de suelo con cultivares de tom ate (S.
lycopersicum ) recolectadas en San Pedro de Pim am piro m ediante el
NanoVue™ Spectrophotometer. Donde SJ: Solanum |lycopersicum del barrio

San José, R: Solanum lycopersicum del barrio EIRosaly A: absorbancia

Concentracion Pureza
M uestra -7 't |
ng/pl A260/A 280 A260/A 230
SsJ1 59,50 1,6580 0,8600
SJ 2 95,00 1,5260 0,7950
SJ 3 100,75 1,5886 0,7360
SJ 4 85,00 1,5340 0,7110
SJ 5 91,25 1,5330 0,7150
SJ 6 141,50 1,6260 0,7290
SJ7 70,50 1,6955 0,7270
SJ 8 107,00 1,5850 0,6840
SJ 9 96,00 1,6185 0,6690
R 1 98,50 1,5230 0,686 2

3.3 Reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)

La reacciéon en cadena de la polimerasa PCR al igual que la extracciéon se realizé en

muestras de raiz y de suelo de tom ate (S.lycopersicum).

3.3.1 Disefio de primers

Se disefiaron primers especificos para la identificacién de M. incognita y M.

javanica para lo cual se realizé una buUsqueda en el National Center for Biotechnology



Information (http://www.ncbi.nlm .nih.gov/) donde se seleccionaron dos genes

especificos para este propésito, el primero es el gen que codifica ala proteina 8D05 de la
glandula esofageal en Meloidogyne incognita y el segundo es el gen del colageno Mjcol-

3 de la pared celular en Meloidogyne javanica.

El disefio de los primers se realizo mediante el softwarePrimer-

BLAST(http://www.ncbi.nlm .nih.gov/tools/primer-blast/) el cual generd m Gltiples

secuencias en los genes de estudio los cuales se analizaron in silico para determ inar los
posibles alineamientos con diferentes tipos de genes que podrian generar “falsos
positivos”. Luego del anélisis bioinform atico realizado a cada uno de los primers, se
seleccioné las secuencias que expresaron mayor especificidad con cada gen y fueron

enviadas a sintetizar en Invitrogen.

Los amplicones diseflados generan una sola banda de 200 y500 pb aproximadam ente
para M. incognita y M. javanica, respectivamente. En el Anexo 3 se encuentra con
mayor detalle la informaciéon de los primers seleccionados para la identificacién de las

especies de M eloidogyne spp.

La Tabla 18 muestran las secuencias escogidas para la identificaciéon de las especies

de M eloidogyne spp.con sus caracteristicas masrelevantes.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Tabla 18 Secuencia de primers seleccionados y enviadas a sintetizar para la
identificacién de M. incognita y M. javanica a partir de la proteina 8D05 de la
glandula esofageal y del gen del colageno Mjcol-3con sus caracteristicas mas

relevantes.

Accesion Secuencia

Proteina 8D 05 Inc F CCAGGGCCTTCGCCACACAA 65 59,55 454
de la glandula
esofageal en M. HQ728271.1 Inc R AGGACCTGGCGGCCCTTTGA 60 57,63
incognita
ColagenoM jcol- Jav F TCAAGGCGAAGCAGGACGGC 65 59,70 241
3de M . javanica

U94492.1 Jav R AGGACCTGGCGGCCCTTTGA 65 60,11

3.3.2 Ensayos de optimizaciéon para la deteccién de M eloidogyne spp.

Los ensayos de optimizacién para la deteccién de Meloidogyne spp. se basé en el
gen del parasitismo 16D 10 el cual es altamente conservado entre las cuatro especies de
M eloidogyne(M . incognita, M . javanica, M. arenaria y M. hapla). Este gen codifica un
péptido 13-am ino-dcido secretado por la glandula esofdgica subventral de M . incognita y
es el responsable de la trasduccion de sefiales que se requiere para la formaci6on vy
establecimiento del sitio de alimentacién del nem atodo en el huésped. La deteccidn se
realiz6 en paralelo tanto en muestras de raizcomo de suelo recolectado en campo. Luego
de la estandarizacion y modificacion de los protocolos utilizados por Grijalva (2013)
para la amplificacién del gen 16D 10a partirde ADN de raices de Solanum lycopersicum
y de las muestras de suelo recolectadas mediante PCR se determinaron las condiciones

6ptimas para la master mix que se describen en la Tabla 19.



Tabla 19 Concentracion de los componentes de la master mix para la

am plificacion del gen 16D 10a partir de ADN de raiz y de suelo de las especies

Solanum lycopersicum .

‘ Reactivo

© i Cf
Buffer 10 X 1 X
M gCl2 50 mM 1,5mM
dNTPs 10 m M 0,2 mM
Primer f 10 uM 0,5 uM
Primer r 10 uM 0,5 uM
BSA** 700 ng/pl 200 ng/pl
Taq polimerasa 5U/pl 1,25 U
ADN Raiz 30 ng/pl
Suelo 20 ng/pl
Volumen final de reaccién 15pl

Ci,concentraci6n inicial, Cf, concentracion final

** Reactivo utilizado solo en la am plificacién de muestras de suelo

En la Tabla 20 se presenta el programa em pleado para la amplificaciéon del gen

16D 10 a partir de ADN de raices de Solanum lycopersicum y de suelo luego de la

estandarizacién.



Tabla 20 Programa de PCR para la amplificacién del gen 16D 10 a partir de

ADN de raiz y de suelo de las especies Solanum Ilycopersicum .

‘Segmento Temperatura (°C) Tiempo(min)

1 Denaturacién inicial 94 5:00 1
2 Denaturaci6n 95 0:45
3 Annealing 50 1:00 35
4 E xtensi6n 72 1:00
5 Extension final 72 10.00 1
6 Estabilizacién 4 5:00 1

Los productos de PCR obtenidos de la am plificacién en muestras de raiz de S.
lycopersicum fueron visualizados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5 %
(Figura 27). Estos resultados confirman la presencia del gen 16D 10 que identifica la

presencia de M eloidogyne spp.en lasraices de las especies estudiadas.
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Figura 27 Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% tefiido con SYBR® Safe
DNA gel stain del amplicén del gel 16D10de muestras de raiz recolectadas en
San Pedro de Pimampiro. Donde SJ: San José, R: El Rosaly M: marcador de

™
peso molecular de ADN de 100 pb (Traclt 100bp DNA Ladder, Invitrogen ®)



Los productos de PCR obtenidos fueron visualizados mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1,5 % (Figura 28). Estos resultados confirman la presencia del gen
16D 10 que identifica la presencia de Meloidogyne spp en las muestras de suelo de

tom ate estudiadas.
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Figura 28 Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% tefiido con SYBR® Safe
DNA gelstain delamplicéon delgel 16D10de muestras de suelo recolectadas en
San Pedro de Pimampiro. Donde SJ: San José, R: EIl Rosaly M: marcador de
peso molecular de ADN de 100 pb (TracItT'VI 100bp DNA Ladder, Invitrogen ®)

3.3.3 Ensayos de optimizacién para la identificacion de M .incognitay M. javanica

La identificacion de dos de las cuatro especies mas importantes de Meloidogyne spp.
se realizé mediante la am plificacién del gen del coldgeno Mjcol-3 para M. javanica y de
la proteina 8D 05 de la glandula esofageal para M. incognita a partir de ADN de raices y

de suelo de las especies Solanum lycopersicum recolectadas en San Pedro de Pimam piro.



Las condiciones 6ptimas de

la master mix para

la PCR se detallan en

la Tabla 21

después de la estandarizacion y modificacién de los protocolos utilizados por Devran y

Ali Sogat (2009) y Grijalva (2013).

Tabla 21

identificacién de

y de suelo de

En la Tabla 22 se presenta el programa em pleado para la am plificacion de

que permiten la

estandarizacidén.

Concentracion

de

las especies Solanum

| R eactivo

las especies M.

los componen

lycopersic

incognita y M.

tes de la

um .

m aster

(o] Cf
Buffer 10 X 1 X
MgCl2 50 mM 1,5mM
dNTPs 10 mM 0,2m M
Primer f 10 pM 0,5uM
Primer r 10 uM 0,5 uM
BSA=** 700 ng/pl 200 ng/pl
Taq polimerasa 5 U /pl 1,25 U
ADN Rafz 30 ng/pl
Suelo 20 ng/pl

Volumen final de reacciéon 15pul

Cl,concentracién inicial, CF, concentraciéon final

**Reactivo utilizado solo en la amplificacién de muestras de suelo

identificacion de

las especies M.

incognita y M.

javanica

m ix

para la

javanica a partirde ADN de raiz

los genes

luego de la



Tabla 22 Programa de PCR para la am plificacioén de los genes de M. incognita y

M . javanica a partirde ADN de raiz de Solanum lycopersicum .

‘Segme Temperatura (°C) Tiem p i Ciclos
1 Denaturacién inicial 94 5:00 1
2 Denaturaci6n 95 0:45
3 Annealing Raiz 65 1:00 35
4 E xtensi6n 72 1:00
5 E xtension final 72 10.00 1
6 Estabilizacién 4 5:00 1

Los productos de PCR obtenidos fueron visualizados mediante electroforesis en

geles de agarosa al 1,5% (Figura 29).

Estos resultados muestran la identificacion solamente de M. javanica en las

muestras de raiz de las especies estudiadas.
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Figura 29 Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% tefiido con SYBR® Safe
DNA gel stain del amplicén para el gen delcoldgeno Mjcol-3de M. javanica y el
gen de la proteina 8D05 de la glandula esofageal para M. incognita de muestras
de raiz recolectadas en San Pedro de Pimampiro. Donde SJ: San José, R: EI
Rosal y M: marcador de peso molecular de ADN de 100 pb (TracltTM 100bp
DNA Ladder, Invitrogen ®)

En la Tabla 23 se presenta el programa empleado para la am plificaciéon de los
genes que perm iten la identificacion de las especies M .incognita y M. javanica luego de

la estandarizacién.



Tabla 23 Programa de PCR para la am plificacién de los genes de M

M . javanica a partirde ADN de suelo de Solanum

lycopersicum .

.incognita y

‘ ‘Segmento Temperatura (°C) Tiempo(min) Ciclos
1 Denaturacién inicial 94 5:00 1
2 Denaturaci6n 95 0:45
3 Annealing 59 1:00 35
4 E xtensi6n 72 1:00
5 E xtension final 72 10.00 1
6 Estabilizacién 4 5:00 1

Los productos de PCR obtenidos fueron visualizados mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1,5% (Figura 30). Estos resultados muestran la identificacion
solamente de M. javanica en las especies estudiadas, debido a que cuando se am plifico

para M .incognita no se observé ningGn amplicén.
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Figura 30 Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% tefilido con SYBR® Safe
DNA gel stain del amplicén para el gen del coldgeno Mijcol-3de M. javanicade
muestras de suelo recolectadas en San Pedro de Pimampiro. Donde SJ: San
José, R: EIRosaly M: marcador de peso molecular de ADN de 100 pb (TracltTIVI
100bp DNA Ladder, Invitrogen ®)



CAPITULO 4

Deteccidon e identificaciéon del nem atodo form ador de agallas Meloidogyne spp.en

suelos agricolas destinados al cultivo de Solanum lycopersicum mediante la técnica PCR

En la presente investigacidon se trabajé con muestras del cantén de Pimam piro en la
provincia de Imbabura para recolectar las muestras de suelo y de raiz de plantas de
tom ate (S. lycopersicum) con el objeto de analizarlos en el laboratorio. Pimam piro es
conocido como la capital del tom ate rifién (Diario La Hora, 2009) debido a que sus
suelos son altam ente fértiles y con un clima cé&lido, donde mas del 50 % de la poblacidn
se dedica a la agricultura en especial al cultivo de tom ate. Adicionalm ente esta regién
presenta uno de los principales problem as fitosanitarios que atacan al cultivo del tom ate
como es el nematodo formador de nudo M eloidogyne spp. Estudios realizados por la
Universidad Técnica del Norte en Im babura confirman la existencia de este nem atodo en
este sector por lo que es importante implementar un m étodo de deteccidn tem prana de

este patégeno lo que ayudaria a reducir los problemas de produccién en este cultivo.

4.1 Extraccion y cuantificacioén de ADN genémiico

La extraccion y cuantificacion de ADN gendémico es fundam ental para el desarrollo
de la investigacion (Surzycki, 2003), ya que el analisis de la am plificacion de los
fragmentos que permiten la deteccidon e identificacion del nem atodo dependen de este
procedimiento. EI ADN requerido para estos andlisis debe ser de alta calidad para ser

sometidos a diferentes pruebas molecularescomo la PCR.



En esta investigacion se realizé la extraccién de ADN de raiz y de suelo de plantas
de Solanum lycopersicum con el objeto de comprobar la efectividad del protocolo de
detecciéon del nem atodo M eloidogyne spp. e identificacion de las especies M .incognita y
M . javanicacomo las principales especies presentes en el pais. En el Ecuador se
encuentran presentes las cuatro especies del género M eloidogyne spp. (M .incognita, M.
javanica, M. arenaria y M. hapla). Siendo la especie mas abundante con un 80 % de
incidencia M. incognita seguido de M . javanica (Trivifio et al., 2003). Trabajos de
Revelo y sus colaboradores en el 2007 confirman la existencia de estas dos especies en
el cultivo de tom ate. Taylor y Sasser en 1983 y Arias y sus colaboradores en el 2008

mencionan a M . javanica y M .incognita como las principales plagas en zonas tropicales.

La extraccion de ADN de raiz se realizé con el kit DNeasy Plant MiniKit de la
casa comercial Qiagen ®, el cual separa los 4cidos nucleicos mediante columnas vy
filtros selectivos. La utilizacion de este protocolo fue fundamental para obtener un ADN
de calidad a concentraciones entre 300 — 3000 pg debido a que las muestras de rafz son
ricas en polisacaridos, proteinas y otros componentes extracelulares (Surzycki, 2003).
Adicionalmente, el proceso inicial de maceraciéon permitié6 destruir la mayoria de
polisacaridos, ligninas y acidos grasos de la muestra. Con estas consideraciones la
cuantificacion de las muestras se pudo obtener un ADN de buena calidad con
concentraciones superiores a los 60 ng/pL como se describe en la Tabla 16 en los

resultados.

La extraccion de ADN de suelo se realizé mediante el Ultraclean'Soil DNA
Isolation kit de la casa comercial M oBio, el cual elimina los contam inantes mayores del
suelo como los acidos hUumicos, fulvicos y otros compuestos fendlicos que hacen
interferencia en la reacciéon de PCR la cual se wutilizard posteriormente. Los 4cidos

himicos al ser semejantes a los d4cidos nucleicos dificultan su separaci6én de las muestras



en los métodos tradicionales (Bakken y Frostergard, 2006) por lo que se utilizé este
procedimiento en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal con lo cual se consigui6 un
ADN de una elevada concentracién, libre de inhibidores (Yeates, et al., 1998). Este
método de extraccién permitio obtener en este trabajo un ADN apto para realizar la
técnica PCR con concentraciones superiores a los 90 ng/pL como se demuestran en la
Tabla 17 en los resultados. Los kits comerciales tienen ventajas sobre los métodos
tradicionales ya que poseen agentes purificadores que les permite atrapar como blanco
las secuencias de 4cidos nucleicos mediante cuentas magnéticas de un extracto com plejo
de ADN. EIl kit perm iti6o obtener una pureza aceptable de ADN con ratios cerca de 1,7 en
absorbancias A260/A280. Sin embargo, los valores bajos en el ratio A260/A 230 indica
que aln existe la presencia de contaminantes (Yeates et al. ,1998) por lo que se debe

m ejorar este procedimiento.

4.2 Ensayos de optimizacién parala deteccion de M eloidogyne spp.

Los ensayos para la deteccién de Meloidogyne spp. tanto en muestras de suelo como
de raiz en Solanum lycopersicum se realizaron mediante la am plificacion del gen 16D 10
el cual se expresa en las glandulas esofageales de los nematodos del nudo
principalmente en M. incognita. Sin embargo, Huang y sus colaboradores en el 2006
dem ostraron que este fragmento es conservado también en las otras tres especies
principales de nem atodo del nudo como los son M. javanica, M. arenaria y M. hapla las

cuales am plifican un fragmento Gnico de 200 phb.

Los ensayos se realizaron en muestras de raiz debido a que es la zona mas

afectada de la planta por el nem atodo, sin em bargo, éstas son una muestra critica debido



a que los agricultores no pueden perder las plantas de tom ate para proporcionar este
m aterial. Por esta razén adicionalmente se tomaron muestras de suelo para ser
analizadas. La am plificacion de este gen se consigui6 mediante la modificacion de las
condiciones descritas por Grijalva (2013), las cuales se describen en la Tabla 19 bajo el
programa de termociclado de la Tabla 20 com o se detallan en los resultados. Adem &s del
kit para la extraccion de ADN de suelo se decidi6 emplear el coadyuvante suero
albumino bovino (BSA) en la reaccién de PCR para evitar posibles inhibidores de la
muestra. EI BSA, segin Kreader (2005) a una concentracién de 200 ng/ul dentro del
master mix de PCR previene la inhibicién ocasionada por EDTA, FeCl, y compuestos
himicos. Con el objeto de estandarizar la técnica se disminuyd6 el volumen de la
reaccion para reducir costos, haciendo que la reaccién planteada sea mas eficiente y
m anejable para realizarlo a gran escala. Para concluir con la estandarizacion vy
optimizacién del método, se realizé un ensayo para determinar la sensibilidad de la
reaccion. Se establecié que la cantidad minima de ADN detectable es 30 ng/pL de ADN
de rafizy 20 ng/pL de ADN de suelo, lo que equivale aproximadamente 200 larvas en 10
g de suelo y 1000 huevos en 10 g de raiz. Finalmente, se comprobo6 que el método de
deteccidon desarrollado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal para los dos tipos de

muestras es altam ente reproducible y Gtil en la deteccién de nem atodos.

La estandarizacion de la PCR con muestras de suelo y raiz permiti6 obtener
productos puros y sin am plificaciones no especificas como se muestra en la Figura 27 vy
Figura 28 de los resultados. En la am plificacién la presencia de un s6lo fragmento de
200 pb indica la presencia de M eloidogyne spp., aunque este fragmento solamente indica

la existencia del nem atodo m &4s no la especie que afecta al cultivo.

El método de deteccidon en muestras de suelo fue exitoso ya este método logro

detectar al nematodo en cultivos que aln no estaban en su fase de produccién



perm itiendo una deteccién temprana como lo indican los Laboratorios CSR en Espafia
en el 2006. EIl método logra determinar la presencia del nem atodo en diferentes etapas
de crecimiento de la plantalo que muestra la alta sensibilidad del m étodo en la detecci6n
del nematodo. Estos resultados demuestran que la deteccion se puede realizar en
muestras de suelo donde se encuentran nematodos, huevos o larvas, en estado de
dormancia cuando la humedad no es adecuada para su desarrollo. Se ha descrito el
m étodo de deteccién Unicamente cuando el nematodo se encuentra activo durante la
etapa de producci6on del cultivo donde la humedad es apropiada debido a la constante
irrigacion haciendo inminente la formaciéon de agallas como lo indica Taylory Sasser en

1983.

Finalmente, se determind que en los suelos recolectados el promedio de
nematodos fue 20 larvas en 10 g de suelo el cual representa el limite umbral de dafio
establecido en investigaciones de Perry y sus colaboradores en el 2009 donde la media
es 0,5 — 2 juveniles por g de suelo o 1000 individuos en 500 cm : de suelo. Andalisis de
suelos realizados en los Laboratorios CRS en Espafia (2006) confirman que existen
pequefias pérdidas de produccién a densidades menores de 10 nem atodos por g de suelo,
(conocido como limite de tolerancia T), aunque las perdidas aumentan a densidades
entre 10 — 20 nem atodos por g de suelo. Sin em bargo, estas densidades no justifican la
aplicacion de un tratamiento (conocido como umbral econémico de dafio E). En el caso
de sobre pasar éstos valores de densidad se recomienda un tratamiento del suelo con un

nem aticida.



4.3 Identificacion de M . incognita y M. javanica

La identificacion de las principales especies de Meloidogyne spp. en los cultivos
agricolas, especialmente en tom ate, es fundam ental para el manejo integrado de plagas y
enfermedades. Como se mencion6 anteriormente, las dos especies con mayor incidencia
poblacional en el pais que atacan al cultivo de Solanum lycopersicum son M . incognita y
M . javanica. Por esta razén se estan analizando estas dos especies, en este sentido esta
investigacion es el primer estudio a nivel molecular para la identificacion por especies
con una técnica precisa, confiable, sensible y con la cual se pueden analizar varias

muestras a la vez.

En un inicio para la am plificacion en la PCR se tomaron primers bibliograficos
derivados del estudio de Devran y Ali Sogaten el 2009, donde la identificacion de M.
incognita se realizé con los primers MengincF/MengincR y la identificacion de M.
javanica con los primers ZiljavF/ZiljavR. Estos primers deberian am plificar wun
amplicon de 955 pb y 670 pb, respectivamente. Sin embargo, al reproducir las
condiciones mencionadas de la master mix y el perfil térmico aplicado en el estudio no
se obtuvo ningdn am plicon en las muestras de suelo y raiz. Se presume que esto se debe
a que puede existir una variacién entre las especies estudiadas tomando en cuenta su
distribucién geografica, superposiciéon, entrecruzamiento u otros factores como Ilo
indican Taylor y Sasser en 1983. De igual forma los estudios de identificacion se basan
principalmente en la utilizacién de ADN de juveniles, hem bras o masas de huevos y no
con ADN de raiz o de suelo como se realiza en esta investigacién. Adicionalmente, las
secuencias de los primers se derivaron de otras técnicas moleculares como SCARs o

RFLPs las cuales fueron especificas para las especies y razas detectadas en esos paises,



en el caso de los primers para M. incognita el estudio se realizé en China mientras que

para la identificacién de M . javanica se realiz6 en Noruega.

Por estos motivos, se disefiaron en el laboratorio primers especificos para identificar
M . incognita y M. javanica. La identificaciéon de M. incognita se realizé con los primers
IncF/IncR del gen que codifica la proteina 8D 05 la cual essecretada por el estilete de los
nematodos parasitos cuya funciéon modifica drasticam ente las células de las plantas en
células gigantes para la alimentacién del patégeno. Este gen muestra su maxima
expresiéon cuando los juveniles J2 se encuentran dentro de las rafces del hospedero (Xue
et al.,, 2013). M. javanica se identificéd con los primers JavF/JavR del gen del coldgeno
M jcol-3de la superficie del nem atodo de esta especie. Este gen se caracteriza porque
posee un carboxi- terminal mas corto lo que la diferencias de otros nem atodos com o
Caenorhabditis elegans. La expresion de este gen principalmente se observa en el
desarrollo de los huevos y juveniles, menos en pardasitos juveniles en tercera y cuarta

etapa o en hem bras antes de la puesta de huevos (Koltai et al., 1997).

La amplificacién de los primers para la identificacion de M. incognita en muestras
de rafz y suelo no mostraron resultados favorables posiblemente debido a que esta
especie esla mas variable de todo el género como lo confirman Taylory Sasser en 1983.
Estudios realizados por Revelo (2003) y Revelo, Puedmag y Hernandez (2007) indican
la presencia de M . incognita en Pimampiro, sin embargo, estas investigaciones no
em iten reportes de cé6mo se realizé su identificacion. A nivel nacional en 1992 el INIAP
realizé un estudio de los principales fitonem atodos en el cual describen la presencia de
M . incognita asi como de M. javanica en el Ecuador pero al igual que los anteriores
investigaciones no se describe el método para la identificaciéon, por lo que el presente

trabajo es el primero en identificar las especies a nivel molecular.



Es importante recalcar que los primers disefiados para M. javanica si am plificaron
en las muestras de raiz y de suelo. Esta especie en el Ecuador se considera como la
segunda a nivel poblacional como lo indica Triviio y sus colaboradores en el 2003. M .
javanica se caracteriza por ser conservada en todas sus poblaciones a nivel mundial.
Taylory Sasser en 1983 y Ariasy sus colaboradores en 1998 describen que la frecuencia
de M . javanica es mayor en el Ecuador. La am plificacién de este gen se consiguid
mediante el em pleo de las condiciones de la master mix expuestas en la Tabla 21, bajo el
programa de termociclado de la Tabla 22 y la Tabla 23 descrito en los resultados. Al
igual que en la deteccién de Meloidogyne el ADN de suelo se decidi6 emplear un
coadyuvante en la reaccion de PCR para evitar posibles inhibiciones a concentraciones
de 200 ng/pl como lo recomienda Kreader (2005). Para concluir con la estandarizacién y
optimizaciéon del método, se realiz6 un ensayo para determinar la sensibilidad de la
reaccion. Se establecié que la cantidad minima de ADN detectable es 30 ng/pL de ADN
de raiz y 20 ng/pL de ADN de suelo, lo que equivale aproximadam ente 200 larvas en

10 g de suelo y 1000 huevos en 10 g de raiz.

Los productos de PCR obtenidos en muestras de raiz se presentaron puros y sin
am plificaciones no especificas como se observa en la Figura 29 de los resultados.
M ientras que la identificacion de M . javanica se present6 solamente en cinco muestras
de suelo lo cual indica la presencia de esta especie. Sin embargo, tres de los cinco
productos de PCR amplificados en suelo se presentd la am plificacion de otra banda de
aproximadamente de 600 pb lo cual puede deberse a una nueva raza dentro del grupo de
M . javanica o a secuencias similares del gen utilizado para la identificacién de esta
especie como se observa en la Figura 30 en los resultados. Se comprobdé que el método
desarrollado es altamente reproducible al no encontrar diferencias en los resultados de

deteccidn tras lasrepeticiones de todo el método estandarizado y optimizado.



CAPITULO 5

Deteccidon e identificaciéon del nem atodo form ador de agallas Meloidogyne spp.en

suelos agricolas destinados al cultivo de Solanum lycopersicum mediante la técnica PCR

EIl muestreo sistem adtico para la recoleccién de muestra de suelo en campo es la
técnica ideal para el estudio del nem atodo form ador del nudo M eloidogyne spp, debido a
que esta técnica toma en cuenta la naturaleza del campo y la distribucién inequitativa de
este parasito. EIl patron de recoleccién en zigzag al interior de cada invernadero fue el

m as idéneo para la obtencién de muestras de suelo.

Esta investigacion logré obtener buenos resultados a partir de muestras de suelo y
rafiz de Solanum Ilycopersicum. Los métodos estandarizados y optimizados para la

deteccidon e identificacion de las especies de M eloidogyne spp. permitieron determinar la

existencia del nem atodo formador del nudo.

El método de extraccién de ADN mediante el DNeasy Plant Mini Kit y el

™ . - . - - . . -
Ultraclean Soil DNA Isolation kit de M oBio reducen la cantidad de inhibidores
presentes en las muestras recolectadas en campo mediante el uso de columnas y filtro

selectivos permitiendo obtener un ADN de buena calidad.

EIl gen efector 16D10 permitié6 la deteccién del nematodo formador del nudo
M eloidogyne spp.en las muestras recolectadas en el cantén San Pedro de Pimam piro en
la provincia de Imbabura. La detecciéon de Meloidogyne spp se consigui6 exitosam ente
en las muestras de suelo y raiz de plantas de tom ate (S. lycopersicum) a diferentes etapas

de desarrollo. La utilizacion del gen 16D 10 cuya regi6én se conserva entre las cuatro



especies principales de este nem atodo (M. incognita, M. javanica, M. arenaria y M.

hapla) am plificé un fragmento especifico del genom a correspondiente a 200phb.

En el presente estudio se determind que el Iimite de deteccién de M eloidogyne spp.
y la identificacion de la especie M. javanica en muestras de suelo es 20 ng/pl mientras
que en muestras de raiz es de 30 ng/pl lo que equivale aproximadamente 200 larvas en

10 g de sueloy 1000 huevos en 10 g de raiz.

Se determind que los nem atodos provenientes de diferentes puntos de recolecci6n
presentan diferencias genéticas. EIl empleo de primers especificos determindé que en
Pimam piro mayoritariamente se encuentra la especie M. javanica lo cual refuta la
presencia de M . incognita como lo indican algunas investigaciones realizadas en dicho

cantén por parte de la Universidad del Norte de Imbabura.

La identificacion de la especie M . javanica se logr6 exitosamente tanto en muestras
de rafz como de suelo mediante el em pleo de los primers JavF/JavR.EIl disefio se realizé¢

a partir del gen del coldgeno Mjcol-3para esta especie.

Los primers disefiados para la identificacion de la especie M .incognita (IncF/IncR)

no am plificaron en ninguna de las muestras de raiz y de suelo.



CAPITULO 6

Deteccidon e identificaciéon del nem atodo formador de agallas Meloidogyne spp.en

suelos agricolas destinados al cultivo de Solanum lycopersicum mediante la técnica PCR

Es necesario realizar una busqueda de un m étodo de extraccién de ADN a partir de
muestras de suelo diferente que se aproxime a los resultados obtenidos mediante el kit

para ser utilizado en la técnica de PCR.

Es de suma importancia continuar con este estudio para la identificacion de las otras
especies de Meloidogyne spp como lo son M. arenaria y M. hapla, cuya incidencia

poblacional es menor en el Ecuador respecto a las especies estudiadas.

Se recomienda realizar la secuenciaciéon del amplicon de aproximadamente 600 pb

qgue se manifiesta en la identificacion de M . javanica en algunas muestras de suelo con el

propésito de buscar secuencias similares y determinar su origen.

Se recomienda efectuar un estudio de patégenos en tom ate, particularmente del
nematodo agallador Naccobus aberrans reportado en Pimampiro ya que al igual que

M eloidogyne este patégeno ocasiona la formacién de n6dulos en las raices.

Se recomienda emplear los protocolos estandarizados y optimizados en esta

investigacion a nivel de campo dentro del pais para la detecci6n de fitopatégenos en el

Laboratorio de Biotecnologia de la ESPE.
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