UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SINALOA
COLEGIO DE CIENCIAS AGROPECUARIAS

FACULTAD DE AGRONOMIA
MAESTRIA EN CIENCIAS AGROPECUARIAS

IDENTIFICACION Y DISTRIBUCION DE ESPECIES DEL
NEMATODO AGALLADOR (Meloidogyne SPP.) EN CHILE
(Capsicum annuum L.), EN EL ESTADO DE SINALOA

QUE COMO REQUISITO PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS AGROPECUARIAS

PRESENTA
ORIANDY MABEL PEREA LONGORIA

DIRECTOR DE TESIS
DR. TOMAS DIAZ VALDES

'DIRECTOR EXTERNO
DR. JOSE ANGEL MARTINEZ GALLARDO

CULIACAN ROSALES, SINALOA, ENERO 2019.



ESTA TESIS FUE REALIZADA POR LA C. ORIANDY MABEL PEREA LONGORIA,
BAJO LA DIRECCION DEL CONSEJO PARTICULAR QUE SE INDICA, HA SIDO
APROBADA POR EL MISMO, Y ACEPTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA
OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS AGROPECUARIAS

COMITE PARTICULAR

DIRECTOR DE TESIS

DR. TOMAS DIAZ VALDES

DIRECTOR EXTERNO

DR. JOSE ANGEL MARTINEZ GALLARDO

ASESOR ,
MC. JOSE ARMANDO CARRILLO FASIO
ASESOR
DR. CARLOS LOPEZ ORONA
ASESOR

DR. FELIPE AYALA TAFOYA

CULIACAN ROSALES, SINALOA, ENERO 2019.



DEDICATORIA
A Dios:

Por permitirme por poner en mi camino cada una de las situaciones que me llevaron

a elegir estudiar un posgrado que ahora estoy culminando.
A mis padres:

Olga y Rafael, por no rendirse nunca y apoyarme siempre incondicionalmente, por no
cansarse Yy llevarme a donde ahora estoy, por ser los mejores padres que pude tener,
espero se sientan orgullos de mi, yo me siento muy orgullosa y afortunada de tenerlos

en mi vida.
A mi esposo:

Uriel Gonzalez por brindarme su apoyo y carifio en todo momento y animarme en los

momentos que lo necesito.

A mis hermanos:

Rafa y Yomara, por ser mis amigos pase lo que pase y por apoyarme siempre.
Mi tia Irasema:

Por darme sus bendiciones desde donde estas, eres mi favorita y estas en cada una

de las metas logradas.



AGRADECIMIENTOS

Al consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por otorgarme el apoyo

econdmico a lo largo del posgrado.

A la Universidad Auténoma de Sinaloa por aceptarme y darme la oportunidad de ser

uno de sus estudiantes.

Al Colegio de Ciencias Agropecuarias por darme la oportunidad de seguir
formandome, asi como también agradezco a las personas que ahi laboran, en

especial el DR. Romo y Gaby.

A la Facultad de Agronomia por abrirme sus puertas y a través de sus maestros

formarme como profesionista.

Al Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo A.C., coordinacion Culiacan,
por recibirme y darme la oportunidad de desarrollar mi proyecto de investigacién, en

especial al laboratorio de nematologia.

Al maestro en ciencias José Armando Carrillo Fasio, por compartirme sus

conocimientos técnicos, por su paciencia y por mostrar siempre su buena disposicion.

Al Dr. Tomas Diaz Valdés, por fungir como mi director y estar siempre en la mejor

disposicion de apoyarme para que las cosas fueran favorables.

Al Dr. José Angel Martinez Gallardo, por apoyo brindado a través de sus asesorias y

disponibilidad.



Al Ing. Isidro Marquez Zequera, gracias por compartirme sus conocimientos, por

ayudarme cada vez que fue que necesario y por brindarme su amistad.

A la Bi6loga Belén Tapia, por ser mi maestra en las técnicas de PCR, por su paciencia,
por tener siempre la mejor disposicion de ayudarme cuando lo necesité y sobre todo

gracias por su amistad.

Al Bidlogo Daniel por el apoyo técnico en la biologia molecular y por la amistad

brindada.
A Brissa y Judith, por su amistad, por los consejos y por hacer mas facil este camino.

A mis companeros de laboratorio: Gabriel, Don Goyo, Yoshio, Militza, David, Alcino,

Carlos, Rubén.

A mis companeros de generacion: Natalia, Miguel, Jesus, Juan Carlos, Erick y Citlali;

por los momentos felices, asi como momentos dificiles que pasamos juntos.



CONTENIDO

INDICE DE CUADROS ....oovvveeeeeeeetetete ettt sttt ettt sss st sas s ass st st s st s aststetetststsseteteseesssssasssnsns viii
INDICE DE FIGURAS ...ttt eeeees et sttt ettt sesesessssssssasssssasss s s st st esesesesesesenessssesssenanes ix
RESUMEN GENERAL ...ttt sttt sttt ettt ettt et sat e st sttt et e et e e nbeesb e e ss e e sseesanesanenane X
GENERAL ABSTRACT ...eeetteitteitte ettt ettt ettt sb e sae e satessee s st e s st e satesat e s bt e bt e b e e bt e beenbeesbeesbee e emteenseenseennees Xi
|. INTRODUGCCION GENERAL .....vvieieeecececteteteteteteteseeeeesasesasasssasssassssssss s s s s s esesasasasasesssesessssnsasasssasanes 1
1.1 Importancia del cultivo de chile @n SinNaloa ... 1

1. PROBLEMA CIENTIFICO 1.ttt ettt ettt s s sessasss s ss s s s s s s s esessesssssanssananes 4
L HIPOTESIS oottt e e 4
V. OBJETIVO GENERAL.....cottiiiiiieee ettt ettt ettt ee ettt e e s sbte e s s abe e e s s bte e s seabee e s sbbaeessabteeaeessnbeeeenasenas 4
4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....vvveeteececeeececeeeeseseses et teaetesetesetesesesesssesssssessssssssssssssasssssasasassessssesens 4
V. REVISION DE LITERATURA ......oitieieieiecececete sttt sttt st tetesesesetesssssssssssssssessssssssssasasssasasasesesesesesanns 5
5.1 Nematodos filOParasitos......ccccurreieii ettt e e e eeeebrre e e e e e esetbbreeeeeeeesaaraseeaeeeseeeennsnsnes 5
5.2 Caracteristicas generales de Meloidogyne SPP. ....ccuueeeccueeeeiiieeeeciee et eetee e st e e e e eiaee e e eaeeas 6
5.3 UDICACION TAXONOMICA ..eeuiiiiiiiieieeieeteest ettt sttt ettt e b e bt e b e s bt e sbeesbeesaaesaeesabeenbeeneeas 8
5.4 Ciclo de vida de MelOidOgGYNe ..........ueeeeee ettt e ettt e e e e e e e e e e eeete e e e e e e e senbaaaeeeeeeesnnes 8
5.5 FOrma de rePrOTUCCION ....ceeii ettt ettt e e ettt et e e e e eetbaaeeeeeeeenatbaeeeeeeeesnsraseeeesaaeeeenens 12
5.6 Sintomatologia de Meloidogyne spp. en el cultivo de chile........ccceeeeeeeiieiiiiiieiieiie e, 13
5.7 Métodos de identificacion de especies de Meloidogyne. ...........cocccueeeecveeeeciieeeeciiee e 15
5.7.1 Identificacion MOrfOlOZICA ......cccueiiieiiiiie ettt et e e b e e e aee s 15
5.7.2 Prueba de hospedantes diferenCiales........ccuevieciiiiiiiiiiii e 16
5.7.3 Andlisis electroforéticos de proteinas € ISOENZIMAS ......eeeeeeeeriiiirreeeeeeeeeiirreeeeeeeeertrrreeeeeeens 17
5.7.4 Anadlisis molecular de 4cidos NUCIEICOS ........eevueeriieiieniinieiie e 18

5.8 Empleo de biologia molecular en la identificacién de especies de Meloidogyne spp. ............... 19
VI. MATERIALES Y METODOS .....vvttececececececesess ettt tese sttt tesssesessasssssssssssssssssssssasssssasasssassssesesesnes 22
6.1 Ubicacion del eXPeriMENTO ....uuiiiciiiei ittt ree e s e e e sbee e s s sate e e s s bee e e e e e snnres 22
6.2 COIECCION 0 MUESTIAS ...eeuveiiieiieiieeite ettt ettt ettt sr e st st s e st eer e e re e b e e ereeanee e emneenneens 22
6.3 Extraccién y montaje de hembras de Meloidogyne SpP. ......cceeeeeceeeeeccieeeeccieee e 25
6.4 Extraccion de especimenes juveniles de segundo estado de Meloidogyne spp.........ccccueeennee.. 26
6.5 Identificacidn morfoldgica de poblaciones de Meloidogyne spp.......ccccecveeeeecieeeriieeeesciieee e 26
6.6 ldentificacion molecular mediante PCR de poblaciones de Meloidogyne spp. .....ccccceeveeeenuneen. 28

6.6.1 Reaccion en cadena de [a polimerasa (PCR) ......ooocciiiiiieiee ettt eeetrrreee e 28



6.6.2 Visualizacién de ADN amplificado, por electroforesis. .....ccccoeccvieeereiiiccciiieee e, 29

VI RESULTADOS Y DISCUSION ..ottt ettt ettt et s st e et sae e s eneseseen s e s eeeaenens 30
7.1 Identificacién morfométrica y morfoldgica de las poblaciones de Meloidogyne spp. en las zonas
productoras de chile €N SiNAl0a. .......eeiiii i e e e e aaes 30
7.2 Identificacion de especies de hembras del género Meloidogyne spp. ......ccccceeeeeeeecccniieeeeeeeeecnns 32

7.3 Identificacién molecular de las especies de Meloidogyne, presentes en las zonas productoras
(o Lol oY1 TS T e Y [ ¥- | Lo - TSP 34

7.4 Determinacion de las especies de Meloidogyne presentes en el cultivo de chile y su
(o I ] o TUT o] e Yo FO TSP SPR 34

VIIL CONCLUSIONES ...ttt s 37
IX. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oouivveviieicecte ettt a bbb snanaene 38



iNDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Georreferenciacion. Variedad de chile, municipio y coordenadas de los
puntos muestreados en las zonas productoras de chile en el Estado de
S = 07 T 24
Cuadro 2. Caracteristicas usadas para la identificacion de Meloidogyne incognita, M.
javanica, M. arenaria y M. hapla basadas en el patron perineal de la hembra
(Eisenback et al., 1983). ..o, 27
Cuadro 3. Iniciadores utilizados. se utilizaron seis pares de iniciadores: un iniciador
general y cinco iniciadores especificos, con las cadenas correspondientes, se
indica también el numero de pares de bases esperado para cada iniciador. .29
Cuadro 4. Caracteristicas morfométricas obtenidas de cada especie de juveniles de
segundo estadio y descripcion de cada especi€...........coevvvvveviiiiieeeeeieeiiiinn, 30
Cuadro 5. Incidencia de especies de Meloidogyne en las zonas productoras
del Estado de Sinaloa. .........coooiiiiiiiii e 35
Cuadro 6. Distribucion de Meloidogyne spp., variedades de chile afectadas, en las

zonas productoras de chile en el Estado de Sinaloa. ............cccccoooiiiiiiinnnnn. 35

viii



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Puntos de muestreo en los Municipio que representan la zona productora

de chile del Estado de Sinaloa...........ccoooieiiiiiiiiiiiii e 23
Figura 2. Estilete de M. enterolobii. ..., 31
Figura 3. Juvenil dos de M. enterolobii. ..o, 31
Figura 4. Estilete de M. iNCOgNIta. ..........ccooii e 31
Figura 5. Cola de un Juvenil dos de M. incognita. ..........ccccooiiiiiiiiiiie 31
Figura 6. Corte perineal de una hembra de M. enterolobii. ............ccccooeeiiiiiiiiiinnnnnnn. 33
Figura 7. Corte perineal de una hembra de M. incognita............ccccccceeeeeeeiiiiiiiinnnnnn. 33

Figura 8. Identificacion molecular de las especies de Meloidogyne, en gel de agarosa.

Figura 9. Mapa de distribucion de especies de Meloidogyne presentes en las zonas

productoras de chile en el Estado de Sinaloa. ... 36



RESUMEN GENERAL

La presente investigacién tuvo como objetivo conocer la distribucién de especies de
Meloidogyne, presentes en el cultivo de chile, en el estado de Sinaloa. Se colectaron
muestras de planta de chile con dafio de nematodos en raices y suelo en la zona
norte, centro, centro-norte, centro-sur y sur del estado de Sinaloa. Las muestras de
suelo, se utilizaron para la extraccion e identificacion de larvas; y las de raiz agallada,
para la extraccion e identificacidon hembras. La identificacion se llevé a cabo a partir
de caracteristicas morfolégicas y morfomeétricas, y los resultados fueron confirmados
por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Se encontraron dos tipos de larvas;
con medidas de 360 ym a 435 um, presentaron el disco labial redondeado, la region
cefélica sin anillos, el estilete tiene una longitud de 10-14 uym, los nédulos son anchos
y posteriormente redondeados, la cola es coénica y mide 49-65 um; estas
caracteristicas corresponden a M. incognita. Los juveniles se caracterizaron por ser
vermiformes anillados. Los machos son ligeramente anillados hacia adelante,
redondeados de la parte posterior y el estilete oscila entre 21.3 y 24.9 um, la cola tiene
una terminacion pronunciada y mide 44.2-61 uym para el caso de M. enterolobii. En los
cortes perineales se observa un arco dorsal alto y cuadrado formado por estrias
onduladas sin campos laterales evidentes para el caso de M. incognita y se observan
ondulaciones pronunciadas de las estrias dorsales, haciendo parecer que el arco
dorsal posee “hombreras”. El arco dorsal es bajo y redondeado, a excepcion donde
las estrias ventrales se extienden para formar “alas”, para la especie M. enterolobii.
En la confirmacion por PCR se observé un amplicon de 900 pb que corresponden a
M. incognita, mientras que para M. enterolobii se observa un amplicon de 256 lo cual
coincide con lo reportado por Martinez-Gallardo et al (2015). M. enterolobii se
encuentra presente en todas las zonas muestreadas, mientras que M. incoginta se
encuentra unicamente en los municipios que comprenden la zona sur del Estado

(Escuinapa y El Rosario).



GENERAL ABSTRACT

The objective of the present investigation was to know the distribution of Meloidogyne
spp. present in the pepper culture in the state of Sinaloa. The pepper plant samples
were collected with nematode damage in roots and soil in the north, center, north-
central, south-central and southern regions of the state of Sinaloa. The soil samples
were used for the extraction and identification of larvae; and those with a gilled root,
for the extraction and identification of females. The identification was carried out from
morphological and morphometric characteristics, and the results were confirmed by
PCR (Polymerase Chain Reaction). Two types of larvae were found; with
measurements of 360 um to 435 um, presented the rounded labial disc, the cephalic
region without rings, the stylet has a length of 10-14 pym, the nodules are wide and then
rounded, the tail is conical and measures 49-65 pm; these characteristics correspond
to M. incognita. The juveniles were characterized by being ringed vermiforms. The
males are slightly ringed forward, rounded from the back and the stylet oscillates
between 21.3 and 24.9 um, the tail has a pronounced termination and measures 44.2-
61 um for the case of M. enterolobii. In the perineal sections, a tall, square dorsal arch
formed by wavy striations without evident lateral fields is observed for the case of M.
incognita and pronounced undulations of the dorsal striae are observed, making it
appear that the dorsal arch has "shoulder pads". The dorsal arch is low and rounded,
except where the ventral striae extend to form "wings", for the species M. enterolobii.
In the confirmation by PCR, an amplicon of 900 bp was observed corresponding to M.
incognita, while for M. enterolobii an amplicon of 256 was observed, which coincides
with that reported by Martinez-Gallardo et al (2015). M. enterolobii is present in all the
sampled areas, while M. incoginta is found only in the municipalities that comprise the

southern zone of the State (Escuinapa and El Rosario).

Xi



I. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Importancia del cultivo de chile en Sinaloa

En Sinaloa los cultivos de tomate (Lycopersicun esculentum Mill.), pepino (Cucumis
sativus L.), berenjena (Solanum melongena L.) y chile (Capsicum annuum L.) son
considerados las hortalizas mas importantes debido a su volumen de produccion y
superficie de siembra a nivel nacional, ademas de ser productos horticolas de
exportacion por excelencia y el sostén principal de la estructura productiva y comercial
de este sector (Carrillo et al., 2000). Su versatilidad como producto de consumo fresco
o procesado y su gran adaptabilidad han jugado un papel muy importante en su rapida

y extensa distribucion en el mundo (Carrillo et al., 2000).

A nivel mundial 136 paises exportan algun tipo de cultivo de chile conjuntando un
volumen anual de 3.3 millones de t, de las cuales 28.7% son de origen mexicano,
razon por la que nuestro pais se ubica como el principal exportador (SIAP, 2017).
México exporta la produccion de chile a 16 naciones; sin embrago, son Estados
Unidos y Canada los paises que mayormente lo importan: 992 mil y 3 mil t,
respectivamente; aunque Estados Unidos es el principal importador del mundo,
Malasia y Polonia son mercados de oportunidad para comercializacion de este
producto mexicano (SAGARPA, 2017).

La produccién de este cultivo continua en acenso ya que durante el afio 2016 aumento
17.9% respecto al afio anterior, fundamentalmente por un incremento en la superficie
sembrada y cosechada (SIAP, 2017). Entre los paises que siembran chile, México
presenta la tercer mayor superficie cosechada (7.4% del total de la produccion mundial
del cultivo); durante el ciclo agricola 2016-2017 se cosecharon 2' 732,635 t; durante
este periodo en Sinaloa se cultivaron 59,519 ha de hortalizas de las cuales 14,046 ha
fueron para el cultivo de chile verde, con una produccion de 637,924 t en el ciclo,
colocandose Sinaloa en el segundo estado de mayor produccion de chile (CAADES,
2018).



La produccion del chile se ve afectada por diversos organismos patégenos causantes
enfermedades (Ruiz, 1994). Dentro de éstos, se encuentran hongos, bacterias, virus

y nematodos (Hernandez et al., 1991).

Dentro del grupo de nematodos fitoparasitos sobresalen las especies del género
Meloidogyne, las que se caracterizan por ser endoparasitos sedentarios obligados,
ademas son de gran importancia econdmica y constituyen uno de los principales
factores limitantes en la produccion de campos de cultivos horticolas a nivel mundial
y nacional. A esto se suman las estrategias de manejo empleadas para su control que
involucran el uso de productos quimicos, que conllevan a un mayor gasto econémico
y problemas de residuos y contaminaciéon ambiental (Carrillo et al., 2000). El mismo
autor sefiala que Meloidogyne spp. es un nematodo polifago, capaz de parasitar 3000
especies de plantas, entre silvestres y cultivadas. Ademas de ello, debido al exitoso
parasitismo y alta especializacién desarrollada en su hospedante; asi como, su
permanencia en el suelo, son de dificil erradicacion, constituyendo un problema de

importancia global.

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

cuarentenarias (Carrillo et al., 2000).

Existen diferentes métodos para la identificacion de nematodos, con frecuencia son
identificados sobre la base de caracteristicas morfolégicas y morfométricas, el
hospedante que parasitan, su efecto patolégico en el hospedante o su origen
geografico (Carrillo et al., 2000). Sin embargo, estos criterios tienen ciertas
limitaciones al llevar a cabo una identificacion especifica y necesitan de métodos
complementarios y confirmatorios, donde el método morfolégico constituye el método

de “rutina” en los laboratorios de nematologia, y se desarrolla generalmente mediante



el analisis de patrones perineales de hembras y otras caracteristicas morfologicas
como la forma de la cabeza de machos y estilete de hembras, también es de utilidad
la prueba de hospedantes diferenciales, la caracterizacién fenotipica de isoenzimas
de hembras adultas y recientemente el diagnéstico molecular mediante PCR (reaccién

en cadena de la polimerasa).

Los métodos moleculares basados en PCR, se caracterizan por su alta sensibilidad y
especificidad, permitiendo la amplificacion de genes o fragmentos de genes a partir
de cantidades muy pequenas (Carrillo et al., 2000). As+i mismo sefialan que estos
métodos vienen revolucionado la taxonomia y la genética de nematodos y constituyen
una herramienta importante en la deteccion de nematodos fitopatégenos, donde su
implementacion tiene un efecto en el tiempo que implica un diagndstico correcto y
confiable, ya que éste se ve se ve reducido; siendo esto importante, especialmente

cuando se trata de nematodos cuarentenados.

En el presente trabajo, se aplicaron las técnicas de caracterizacion e identificacion de
patrones perineales y la técnica de PCR, utilizando iniciadores especificos, para el
diagnostico molecular de especies de Meloidogyne presentes en los cultivos de chile
de diferentes zonas horticolas del estado de Sinaloa y de esta manera contribuir para

una identificacion mas sensible, rapida y confiable de estas especies.



Il. PROBLEMA CIENTIFICO

El cultivo de chile en México es de gran importancia debido a la superficie sembrada
y cosechada respecto al resto de los paises, Sinaloa es el segundo Estado productor
de esta hortaliza en México. En el ciclo de vida de la planta, es afectada por diversos
patdgenos, destacando actualmente los dafios ocasionados al sistema radicular
Meloidogyne spp. Para poder lograr un control eficiente de este fitonematodo, la
adecuada identificacion es fundamental. Los avances en la biologia molecular en los
ultimos afios han permitido mayor precision en identificar las especies de
Meloidogyne, complementados de analisis morfométricos y morfolégicos. Mediante la
presente investigacibn se busca tener conocimiento sobre que especies de
Meloidogyne se encuentran presentes ene le cultivo de chile (Capsicum annuum L)

en las zonas productoras del estado de Sinaloa.

lll. HIPOTESIS
En el estado de Sinaloa, México existen al menos dos especies de Meloidogyne

presentes en el cultivo de chile (Capsicum annuum L.).

IV. OBJETIVO GENERAL
Conocer la distribucion de especies de Meloidogyne, presentes en el cultivo de chile,

en el estado de Sinaloa.

4.1 Objetivos especificos
1. Identificar morfologicamente y morfométricamente las especies de nematodos
agalladores (Meloidogyne spp.) presentes en el cultivo de chile en el estado de

Sinaloa.

2. Identificar molecularmente las especies de nematodos agalladores (Meloidogyne

spp.) presentes en el cultivo de chile en el estado de Sinaloa.

3. Generar un mapa de distribucion de Meloidogyne spp. presentes en el cultivo de

chile en el estado de Sinaloa.



V. REVISION DE LITERATURA

5.1 Nematodos fitoparasitos

Los nematodos son los organismos pluricelulares mas numerosos en los
agroecosistemas, encontrandose como organismos de vida libre, alimentandose de
hongos, bacterias, protozoarios y nematodos, o como parasitos de plantas y animales;
ademas, forman parte importante de las cadenas troficas del suelo. Los nematodos
fitoparasitos son organismos que afectan en distinto grado una amplia variedad de
cultivos, en especial los horticolas, causando graves dafios economicos al disminuir
la productividad de los mismos. De la diversidad de géneros fitoparasitos destacan
principalmente Meloidogyne sp., Pratylenchus sp., Ditylenchus sp., Rotylenchus sp.,

Rotylenchulus sp., Gobodera sp., Tylenchus sp.

Entre los nematodos fitoparasitos que reducen significativamente la produccion
agricola de las hortalizas sobresale el nematodo formador de agallas del género
Meloidogyne spp., el cual se considera como una plaga de gran importancia
econdmica en todo el mundo, especialmente en paises tropicales y subtropicales. Se
reportan pérdidas de produccion por causa de este nematodo en aproximadamente
115 millones de délares anuales. En Sinaloa se encuentra presente en todas las
regiones productoras de hortalizas, con incidencias variables. Las especies de
Meloidogyne reportadas en Sinaloa son: Meloidogyne incognita, M. arenaria, M.
javanica y M. enterolobii, detectadas en los cultivos de tomate, chile, pepino y
berenjena (Carrillo et al., 2000; Cid et al., 2001; Martinez et al., 2015).



5.2 Caracteristicas generales de Meloidogyne spp.

Los nematodos agalladores de la raiz son miembros del género Meloidogyne Goldi,
1892 (la palabra Meloidogyne es de origen griego y significa "hembra con forma de
manzana") y es un grupo polifago econédmicamente importante de parasitos obligados
de plantas altamente adaptados. Se distribuyen en todo el mundo y parasitan casi
todas las especies de plantas superiores. Normalmente se reproducen y se alimentan
de células vegetales vivas modificadas dentro de las raices de las plantas, donde
inducen agallas pequefias a grandes en la raiz, de ahi su nombre comun. Los
sintomas en la parte aérea de la planta no son evidentes y pueden ser similares a los
producidos en cualquier planta que tenga deficiencias nutricionales o un sistema
radicular dafiado. La rapida tasa de desarrollo y reproduccidén en los hospedantes
susceptibles resulta, en la mayoria de las especies, en varias generaciones durante
una temporada de cultivo, lo que lleva a danos severos en los mismos. El daio puede
consistir en varios grados de retraso en el crecimiento, falta de vigor y debilitamiento
bajo el estrés de la humedad. La infeccion secundaria por otros patdgenos a menudo
resulta en una extensa descomposicion de los tejidos infectados por nematodos. La
explicacion comun de estos sintomas sobre el suelo es que la infeccién por
Meloidogyne afecta la absorcion de agua y nutrientes y la translocacion ascendente
por parte del sistema radicular. Al interrumpir la fisiologia de la planta hospedante, los
nematodos agalladores de las raices pueden no solo reducen el rendimiento del
cultivo sino también la calidad del producto y por lo tanto son de gran importancia

econdmica y social (Sasser, 1952).

Por lo que los nematodos del género Meloidogyne constituyen un grupo de parasitos
obligados altamente especializados. Esta caracteristica, junto con su amplia
distribucion en el mundo, su extenso rango de hospedantes y su interaccion con otros
fitopatégenos en complejos de enfermedades, hacen que sea el fitonematodo de
mayor impacto economico, objeto de diversas investigaciones, que incluyen estudios
de taxonomia, biologia, interacciones planta-nematodo y enfoques para su control. La

gravedad de los dafos causados por Meloidogyne spp varian con la especie de



nematodo, la planta hospedante, las labores culturales, la época de siembra y el tipo
de suelo. Del mismo modo, los umbrales econdmicos varian, dependiendo de los
mismos factores. Son mayormente prevalentes en regiones con temperaturas

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

El primer informe ilustrado de enfermedad de agallas en la raiz aparecié a mediados
del siglo XIX cuando el clérigo Miles Joseph Berkeley (1855) atribuyd por primera vez
agallas detectadas en raices de pepino de invernadero a nematodos. La primera
descripcion de un nematodo agalladores fue hecha por Cornu (1879); se baso en
nematodos encontradas en agallas radiculares que se detectaron en las plantas de
Onobrychis sativus Lam. en el valle del Loira, Francia. En 1887, Goldi describio
brevemente e ilustré un nematodo agallador de plantas de café en Brasil y lo llamo
Meloidogyne exigua. Aunque la publicacion de 1887 fue una copia anticipada o una
impresién previa del articulo completo publicado posteriormente por Goldi en 1892, el
articulo de 1887 cumple con los requisitos para establecer |la fecha de publicacién real
para el género y la especie tipo como 1887. Los estudios sobre Meloidogyne spp. se
centran con frecuencia en las cuatro principales especies: Meloidogyne incognita,
Meloidogyne javanica, Meloidogyne arenaria y Meloidogyne hapla. El reconocimiento
de estas cuatro especies como las principales, comienza al ser consideradas dentro
de las cinco primeras especies descritas por Chitwood en 1949. Luego, su extenso
rango de hospedantes y distribucion global contribuyeron en el reconocimiento de su
importancia. El Proyecto Internacional de Meloidogyne reporta que constituyen el 95%
de las especies identificadas de una colecciéon de aislamientos estudiados a nivel
mundial, lo que fortalecié aun mas su estatus de principales especies (Sasser et al.,
1983).



5.3 Ubicaciéon Taxonémica
El género Meloidogyne se ubica dentro de la siguiente clasificacidn taxondémica:
(Canto-Saenz, 2010):

Phylum Nemata
Clase Secernentea, Von Linstow 1950, Dougherty 1958.
Orden Tylenchida, Thorne 1949.
Suborden Tylenchina, Chitwood 1950.
Superfamilia Tylenchoidea, Orley 1880.

Familia Heteroderidae, Filipjev, Schuurmans, Sterkhoven 1941

Subfamilia Meloidogyninae, Skarbilovich 1959.
Género Meloidogyne, Goldi 1892.

5.4 Ciclo de vida de Meloidogyne

Las hembras de los nematodos agalladores opositan los huevecillos en masas
gelatinosas compuestas de una matriz de glicoproteinas, producida por las glandulas
rectales de la hembra, que mantienen los huevos juntos y los protegen contra las
condiciones ambientales extremas y la depredacién. Las masas de los huevecillos se
encuentran generalmente en la superficie de las raices hendidas, aunque también
pueden estar incrustadas dentro del tejido de la raiz. La masa del huevecillo es
inicialmente suave, pegajosa e hialina, pero se vuelve mas firme y marrén oscuro con
la edad. Hasta la fecha sélo se ha realizado un analisis limitado de las glicoproteinas
(Sharon y Spiegel, 1993) u otros componentes de la matriz gelatinosa, a pesar de su
importancia. Ademas de proporcionar cierta proteccion a los huevecillos de los
extremos ambientales, se ha demostrado que la matriz tiene propiedades

antimicrobianas (Orion y Kritzman, 1991).

De acuerdo a Moens et al. (2009) mencionan que se pueden encontrar mas de 1,000

huevecillos en una masa ovpositada, que puede ser mas grande que el cuerpo de la
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hembra (Taylor y Sasser, 1983). El desarrollo del huevecillo comienza pocas horas
después de la ovoposicion, resultando en 2, 4, 8, 16 a mas células, hasta que se ve
el primer estado juvenil completamente formado, enrollado y con un estilete. Se puede
mover dentro del huevecillo, pero no es muy activo. La primera muda tiene lugar en el
huevecillo y no es dificil distinguir la cuticula del primer estado juvenil, sobresaliendo
mas alla de la cabeza del segundo estado juvenil (J2). Poco después, éste emerge
rompiendo la membrana flexible del huevecillo, por medio de pinchazos repetidos con
el estilete. La eclosién de los huevecillos es influenciada por la temperatura y ocurre
sin requerir ningun estimulo por parte de la raiz de la planta; sin embargo, los
exudados radiculares algunas veces estimulan la eclosion (Taylor y Sasser, 1983;
Moens, 2006).

Dentro del dvulo, la embriogénesis precede al juvenil 1° de la primera etapa, que se
traslada al J2 infectivo. La eclosiéon hacia el J2 depende principalmente de la
temperatura y de la humedad suficiente, aunque otros factores, como los exudados
de la raiz y la generacién, modifican la respuesta de la eclosion de los huevecillos de
modo que la presencia del J2 cuando se dan las condiciones favorables para el
movimiento y la ubicacion. La capacidad de Meloidogyne para sobrevivir se a distintas
adaptaciones fisioldgicas y bioquimicas, entre las que se incluyen la embriogénesis
retardada, la inactividad y la diapausa, y las reservas de lipidos que prolongan la

viabilidad hasta que el J2 alcanza e invade a un hospedante.

El juvenil de segundo estado que ha emergido, se mueve a través del suelo en busca
de una raiz de la que pueda alimentarse. Su capacidad de sobrevivir se ve reforzada
por varias adaptaciones fisiolégicas y bioquimicas, incluyendo la quiescencia y la
diapausa, y las reservas de lipidos que prolongan su viabilidad hasta que llega e
invade la planta hospedante (Moens et al., 2009). La busqueda de la raiz es al azar
hasta que se acerca a unos cuantos centimetros. Luego, son atraidos por los
exudados radiculares, acumulandose y penetrando la raiz por la zona de elongacién

debajo del punto de crecimiento. Se considera que el dioxido de carbono es el factor



mas importante para atraer a los juveniles de segundo estado (Taylor y Sasser, 1983;

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

El juvenil de segundo estado penetra la raiz a través de algun punto de la zona
subapical donde la endodermis presenta escaso desarrollo y no constituye una barrera
fisica para el ingreso hacia el interior (Wyss et al., 1992). El nematodo avanza hasta
el tejido cortical y una vez alli la migracién contintua intercelularmente hasta llegar al
cilindro vascular en diferenciacion. ElI avance a través del espacio intercelular se
realiza recurriendo a la separacion de la laminilla media por medios mecanicos a
través de golpes de estilete, sin precisar a la fecha si también ocurren mecanismos
enzimaticos en el proceso. Cada juvenil establece su sitio permanente de alimentacion
una vez que alcanza el cilindro vascular (Hussey y Williamson, 1998). Este sitio
consiste en un conjunto de grandes células modificadas llamadas células gigantes
(hipertrofia), caracterizadas por la presencia de muchos nucleos de gran tamano,
altamente lobulados, con nucléolos prominentes, un alto numero de organulos,
citoplasma denso con altas tasas metabdlicas y paredes engrosadas e invaginadas.
Los nematodos absorben los nutrientes del citoplasma directamente o a través de
tubos de alimentacion sintetizados con tal propdsito mediante las secreciones
procedentes de las glandulas subesofagicas dorsales (Hussey y Mims, 1991).
Distintos estudios han documentado los efectos de la infeccidon por nematodos en la

expresion génica.

Algunos estudios en las células gigantes han revelado que el ARNm de algunos genes
puede estar presente en niveles muchas veces mayor que en células de una raiz no
infectada (He et al., 2005; Ramsey et. al, 2004). También se ha reportado que los
niveles de enzimas oxido reductasas se incrementan, indicando un aumento en la
actividad metabdlica (Hussey y Janssen, 2001; Karssen y Moens, 2006). Los
nematodos agalladores de la raiz secretan a través de su cuticula, enzimas
antioxidantes que son producidas en la hipodermis y protegen al nematodo de la
respuesta oxidativa del hospedante frente a la infeccion. Asi también, las proteinas

producidas y secretadas por las células de las glandulas esofagicas dentro de la planta
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hospedante por medio del estilete, son sefales moleculares que desencadenan la
activacion de rutas de sefalizacién, que conducen a la supresion de la defensa del

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

Mientras se estan formando las células gigantes y las agallas, aumenta el ancho del
nematodo y hay una dilatacion considerable de las glandulas esofagicas. Las células
del primordio genital se dividen y éste se agranda haciéndose notorio, dos
ramificaciones en la hembra o formando un cuerpo alargado en el macho (Taylor y
Sasser, 1983). Cuando se completan la segunda y tercera muda en la hembra,
evidenciadas por las dos cuticulas desprendidas, el estilete y el bulbo esofagico medio
desaparecen. Poco después de la cuarta muda el estilete y el bulbo medio son
regenerados, se forman el utero y la vagina y el patron perineal se hace visible. La
hembra de la cuarta etapa continua aumentando de grosor y un poco mas de longitud,
sufriendo la ultima muda y desarrollandose como hembra adulta, de forma piriforme.
Las hembras pueden producir huevecillos por dos a tres meses y viven algun tiempo
mas después de que cesa la produccion de huevos. El ciclo termina cuando la hembra
pone su primer huevecillo (Taylor y Sasser, 1983). Después de la segunda y tercera
muda en el macho, el estilete no es visible, el bulbo esofagico medio se ha degenerado
y sOlo la gbénada se ha alargado. Luego ocurre una rapida metamorfosis: el cuerpo
alargado se desarrolla dentro de la cuticula, completo con estilete, eséfago con bulbo
medio, espiculas, y esperma en los testiculos. El macho de la cuarta etapa es
vermiforme y sufre una ultima muda y emerge de la raiz ya como adulto. No hay
evidencia de alimentacién por parte de machos adultos y pueden ser encontrados en
especies partenogenéticas cuando las condiciones son desfavorables para el
desarrollo de la hembra, por ejemplo, cuando las densidades son muy altas y hay una
limitacion del suministro de alimentos. Los machos probablemente viven soélo

semanas (Taylor y Sasser, 1983; Moens et al., 2009).
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5.5 Forma de reproduccion

Existen tres tipos de reproduccion dentro del género Meloidogyne: (a) anfimixis, en el
cual el esperma de los machos fertiliza los ovocitos en las hembras y posteriormente
se produce una meiosis, (b) partenogénesis meidtica facultativa, en el cual en
presencia de machos se produce una anfimixis, pero en su ausencia, se lleva a cabo
una meiosis en los ovocitos, con dos de sus nucleos, con una reduccion de
complemento cromosémico (el pronucleo y el segundo cuerpo polar), posteriormente
se fusionan (automixis), y (c) partenogénesis mitotica obligada, donde los machos no
estan involucrados y uno de los dos nucleos producidos durante la division mitética
inicial dentro del ovocito se deteriora y el otro se convierte en el precursor del embridn
posterior (apomixis) (Chitwood y Perry, 2009). Solo siete de las 37 especies de
Meloidogyne descritas por Taylor y Sasser (1983), son anfimicticas. Estas especies
se consideran de menor importancia debido a su restringida distribucion, baja gama
de hospedantes y menor impacto econdmico. Al igual que muchos nematodos del
suelo, la mayoria de especies de Meloidogyne spp. son partenogénicas. El modo de
reproduccién apomictico se encuentra en las especies mas importantes en cuanto a
su distribucion geografica e impacto agronémico. Las poblaciones de una misma
especie de Meloidogyne pueden ser diferentes en el modo de reproduccion, por
ejemplo, 29 de las 32 poblaciones estudiadas de M. hapla se reprodujeron por
partenogénesis meiotica facultativa, las otras por partenogénesis mitotica. Una forma
un poco diferente de la partenogénesis meidtica ha sido reportada en M. floridensis,
donde se produce una supresion de la segunda division en la maduracion, lo que
indica que esta especie tiene un tipo de partenogénesis intermedia entre la
partenogénesis meiodtica con dos divisiones y la mitotica (Chitwood y Perry, 2009). La
mayoria de especies anfimicticas y automicticas son diploides, con un numero
haploide de cromosomas. Mientras que la mayoria de especies apomicticas son
poliploides o aneuploides y por lo general muestran una amplia variacion en el numero
de cromosomas (2n = 30-55 cromosomas). Las especies de Meloidogyne también se
diferencian en su proporcion de machos y hembras, las especies con fertilizacidon

cruzada por lo general tienen una proporcion de 1:1, mientras que las especies que
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se reproducen por partenogénesis facultativa u obligatoria como M. hapla y M.
incognita tienen valores variables de dicha proporcion (Moens et. al, 2009). Tanto en
el género Meloidogyne, como en Globodera y Heterodera, los cromosomas sexuales
estan ausentes y la proporcion de machos y hembras puede estar influida por factores
ambientales. En las especies que se reproducen por partenogénesis meiotica y
mitéticas, el hacinamiento, la escasez de alimentos, las temperaturas extremas u otras
tensiones ambientales adversas, pueden dar lugar a la formacién de machos por
inversion sexual. Estos machos raramente inseminan hembras, e incluso cuando lo
hacen, una division mitética en el ovocito inicia la embriogénesis sin fusion con el
nucleo de espermatozoide (Chitwood y Perry, 2009). La inversion sexual ocurre
cuando en condiciones desfavorables para el nematodo, una vez formado el primordio
genital de hembras, éste cambia para dar lugar a un nematodo macho. Dependiendo
de la etapa de desarrollo en la cual ocurre la inversion sexual, los machos involucrados
pueden tener 1 0 2 gonadas de tamafo variable. La inversién sexual en un periodo
inicial de desarrollo da lugar a machos con un testiculo, casi indistinguible del de
machos normales. La inversion sexual en una etapa media de desarrollo del segundo
estado da lugar a la degeneracién del nucleo de una de las células que resulta en
machos con un testiculo atrofiado y otro bien desarrollado. La inversién sexual en un
periodo mas avanzado resulta en machos con dos testiculos de tamafo
aproximadamente igual. Para explicar estos patrones de desarrollo, se supone que la
diferenciacién sexual es controlada por hormonas y que el ambiente influye en el
equilibrio hormonal, al afectar la expresion génica. (Papadopoulou y Triantaphyllou,
1982; Karssen y Moens, 2006; Eisenback y Hunt, 2009).

5.6 Sintomatologia de Meloidogyne spp. en el cultivo de chile

Los nematodos del género Meloidogyne se reproducen y alimentan de células
vegetales vivas modificadas en la raiz, en la que induce agallas; de ahi su nombre
comun. Los sintomas aéreos son similares a los producidos en plantas que tienen un
sistema radicular afectado y en mal funcionamiento. El tamafno y la forma de las

agallas dependen de la especie de nematodo, numero de nematodos en el tejido de
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la raiz, grado de susceptibilidad y edad de la planta hospedante. En las agallas
formadas puede haber una o mas hembras adultas, localizadas en el cilindro central.
Con respecto a la especie de nematodo; M. hapla es especialmente conocida por la
alta incidencia de las raices adventicias que se desarrollan a partir de agallas
radiculares; M. trifoliophila, en trébol, produce agallas alargadas dentro de los cuales
se encuentran incrustadas masas de huevecillos; M. partityla, en nogal, no forma
agallas y tanto la hembra madura como la masa de huevecillos estan expuestos en la
superficie de la raiz (Moens et al., 2009). Algunas agallas en la raiz pueden ser muy
pequefas y no se pueden reconocer, por ejemplo: en gramineas, rara vez se forman
agallas; en cebolla, las agallas son muy discretas, siendo notoria la produccion de
masas de huevecillos; en camote y pimiento, las agallas son también generalmente
pequefias. La mayoria de las plantas con raices fibrosas o lefiosas forman agallas
pequenas o indistintas, especialmente al inicio de una temporada de cultivo o cuando
la densidad de poblacion de nematodos es baja. Otras especies tienen una tendencia
a producir agallas en el extremo de la raiz. El algodon y el cacahuate, son ejemplos
de cultivos altamente sensibles en las que las agallas en la raiz pueden ser dificiles
de detectar en forma temprana, en la temporada de crecimiento; pero el gran niumero
de agallas pueden ser evidentes en la madurez del cultivo. Las plantas con raices
carnosas, especialmente las cucurbitaceas y tomate, desarrollan agallas facilmente
detectables, a pesar de la baja incidencia de infeccion (Luc et al., 1990; Moens et al.,
2009). Ademas de la formacion de agallas, las raices de plantas muy infectadas, son
mucho mas cortas, con menos raices laterales y menos pelos radiculares; lo que
conlleva a la reduccidén del sistema radicular. La deformacion en las raices y su
ineficiencia causan un desarrollo limitado; con una menor cantidad de hojas, las cuales
son pequenas y de color verde palido o amarillento; se observa marchitez y otros
sintomas propios de la deficiencia de agua y nutrientes, aun cuando éstos abunden
en el suelo (Taylor y Sasser, 1983; Agrios, 1996). El ritmo rapido de desarrollo y
reproduccién del nematodo, en plantas muy susceptibles, permite el desarrollo de
varias generaciones durante una temporada de cultivo; dando lugar a grandes dafnos

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

5.7 Métodos de identificacion de especies de Meloidogyne.

5.7.1 Identificacion morfolégica

La identificacion clasica de especies del género Meloidogyne esta basada en
caracteres morfolégicos y morfométricos. El procedimiento mas frecuente para su
identificacion es el estudio del patrén perineal en la regidn posterior del cuerpo de los
especimenes hembras. Esta region comprende el area de la vulva-ano (el perineo), el
término de la cola, fasmidios, lineas laterales, y estriaciones cuticulares circundantes
(Hunt y Handoo, 2009). Chitwood (1949), fue el primero en indicar que los patrones
perineales de poblaciones puras de M. incognita y M. javanica sufrian variaciones
morfologicas bajo la influencia de factores como el hospedante. Es por ello que
también son utilizadas caracteristicas morfolégicas de la region cefalica y estilete de
la hembra, macho y segundo estado juvenil; asi como, forma y tamafo de la cola del
segundo estado juvenil. (Eisenback, 1985; Hirschmann, 1985; Eisenback vy
Hirschmann, 1991). Sin embrago, los caracteres del segundo estado juvenil son
suplementarios y generalmente no son utilizados en la identificacién rutinaria de

especies (Magunacelaya y Dagnino, 1999).

El tamano de los nematodos fitoparasitos hace necesario el empleo de un microscopio
optico compuesto para su observacion y medicion; asi como, para la realizacion de
esquemas y fotografias de los especimenes y sus estructuras. También se utiliza el
microscopio electronico de rastreo o barrido, como una herramienta de trabajo para el
diagnostico, ya que permite ver con mucha mas claridad algunos detalles morfologicos
que son imprecisos utilizando el microscopio 6ptico compuesto; incluso permiten
evidenciar diferencias morfolégicas entre poblaciones o razas de diferentes especies.

Entre los caracteres morfolégicos mas importantes revelados por el microscopio
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electrénico de rastreo se encuentran los de la region cefalica en hembras, machos y
juveniles; asi como, detalles de las estructuras que se presentan en la cuticula y region
de la cola en hembras y machos (Rodriguez, 2000). El estudio de los caracteres
morfoldgicos y su descripcion va acompafiado de dimensiones y radios (cocientes),
establecidos y complementados con parametros senalados por varios autores a lo
largo de los ultimos anos. Sin embargo, debe considerarse que una poblacidén no debe
identificarse unicamente con medidas, debido a que éstas pueden ser variables e

incluso pueden sobreponerse entre especies (Eisenback et al., 1983).

5.7.2 Prueba de hospedantes diferenciales

La prueba de hospedantes diferenciales otorga una indicacion preliminar de la especie
de Meloidogyne spp.; al comparar su capacidad de desarrollo con el cuadro de
respuesta tipica de las plantas hospedantes. Con esta prueba pueden detectarse
también variaciones en el comportamiento parasitico y la capacidad patogénica dentro
de poblaciones de una especie dada; al observarse respuestas, significativamente
diferentes a la tipica (Eisenback et al., 1983). La determinacién se basa en la
respuesta de la poblacién que se encuentra en estudio a seis hospedantes (Nicotiana
tabacum L. cv NC-95; Gossypium hirsutum L. cv. Deltapine 16; Capsicum annun L.
cv. California Wonder; Citrullus vulgaris Schard cv. Charleston Gray; Arachis
hypogaea L. cv. Florunner, L. esculentum Mill. cv. Rutgers) (Taylor y Sasser, 1983).
Se debe considerar que los resultados no pueden ser interpretados como el
establecimiento de un rango de hospedantes para estas especies y razas, ya que la
resistencia del nematodo en diferentes cultivos varia ampliamente y evaluar todas las
especies de cualquier cultivo seria muy dificil. No se puede afirmar que una especie
determinada del nematodo nunca se reproduce en determinada especie de planta
(Taylor y Sasser, 1983; Eisenback et al., 1983). Esta prueba tiene restricciones con
respecto a la identificacion de nuevas especies, ya que puede tratarse de una especie
para la cual no hay informacién, o la que hay es muy limitada. Sin embargo, su
aplicacién es util para identificar las cuatro especies mas comunes y sus razas
(Eisenback et al., 1983).
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5.7.3 Analisis electroforéticos de proteinas e isoenzimas

Hussey (1979) y Esbenshade y Triantaphyllou (1985) describieron metodologias para
identificar especies de Meloidogyne spp mediante electroforesis de proteinas e
isoenzimas. Estos fueron los primeros métodos moleculares aplicados en
nematologia. En los ultimos afios Carneiro et al. (2000) y Xu et al. (2004), evaluaron
poblaciones mediante analisis de isoenzimas, reportando 18 y 5 fenotipos de
esterasas respectivamente. Los extractos solubles de proteinas son separados en gel
de poliacrilamida bajo un campo eléctrico de acuerdo a su diferente masa molecular
(PAGE). La electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (2-D- PAGE) puede
también ser usada para una mejor separacion. En este caso las proteinas son
separadas en la primera dimension de acuerdo a su punto isoeléctrico y en la segunda
de acuerdo a su masa molecular. Los perfiles electroforéticos de isoenzimas,
particularmente de esterasas EST (EC 3.1.1.1) y malato deshidrogenasa MDH (EC
1.1.1.37) son diferentes para cada especie. También se usan perfiles de super 6xido
dismutasa SOD (1.15.1.1) glutamato-oxalacetato transaminasa GOT (EC 2.6.1.1)
(Karssen y Moens, 2006; Subbotin y Moens, 2006; Blok y Powers, 2009). Esta
metodologia es muy sensible, siendo necesaria una sola hembra joven para obtener
resultados. La comparacion de perfiles electroforéticos de esterasas muestra gran
consistencia para distinguir especies de Meloidogyne spp; sin embargo, los perfiles
de malato deshidrogenasa ayudan en la identificacion cuando los perfiles de esterasas
son similares, por ejemplo, con M. incognita y M. hapla (Williamson, 1991). Algunas
especies, como M. arenaria, muestran perfiles diferentes, aunque esto puede indicar

de la existencia de especies cripticas (Hunt y Handoo, 2009).
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5.7.4 Analisis molecular de acidos nucleicos
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En afos recientes, los avances en biologia molecular y el empleo de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) por Mullis en el afio 1986, han facilitado el analisis del
genoma de los organismos, permitiendo una identificacion y diagndéstico rapido y
preciso de los mismos (Louws et al., 1999). Los andlisis basados en PCR son
especificos, muy sensitivos y permiten el estudio de un numero considerable de
muestras en menor tiempo que los métodos morfologicos (Michailides et al., 2005). La
PCR consiste en un método que permite multiplicar exponencialmente un pequefio
fragmento de ADN, con el objetivo de incrementarlo hasta niveles detectables, es un
procedimiento experimental que reproduce en el laboratorio un proceso esencial en la
vida de la célula; la replicacion del material genético. Requiere de un molde de ADN
(material de partida) que contiene la region a amplificar, iniciadores o cebadores que
flanquean la region de ADN patrén que se desea amplificar, el ADN polimerasa
termoestable (Taqg polimerasa o Pful) y cuatro trifosfatos desoxinucleétidos (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), para la sintesis de las cadenas complementarias, cofactores
como el Mg?* y un amortiguador de reaccién que optimizan la actividad del ADN
polimerasa (Garcia, 2006). Un iniciador esta formado por una pequefia secuencia de
oligonucledtidos (15-30 nucledtidos), que se utiliza en la sintesis de ADN en la PCR.
Esta secuencia encuentra y se une a su complemento en una de las bandas molde,
lo cual permite que el ADN polimerasa encuentre un lugar en donde iniciar la extension
o elongacion de la molécula de ADN. Los iniciadores pueden ser especificos a una
secuencia de ADN o pueden ser universales. Los iniciadores universales son
complementarios a secuencias de nucleétidos que son muy comunes en un grupo
particular de moléculas de ADN, de este modo, son capaces de unirse con una
variedad de ADN de diferentes especies. Los iniciadores correspondientes solo a
determinadas especies son llamados iniciadores especificos. Cuando las secuencias
de las regiones del fragmento amplificado se desconocen, la técnica puede ser

aplicada con iniciadores degenerados, conteniendo una serie de opciones en varias
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posiciones en la secuencia que permite la amplificacion de una variedad de
secuencias relacionadas (Veilleux, 2004; Subbotin y Moens, 2006). El procedimiento
consiste en una sucesion de tres pasos determinado por las condiciones de
temperatura: (a) desnaturalizacion (94-96 °C durante 3-4 min.), (b) alineamiento/unién
del iniciador (55-60 °C durante 1-2 min.) y (c) extensidén/elongacién de la cadena de
ADN (70-72 °C durante 1-2 min.). Se lleva a cabo por 30-40 ciclos. Como resultado
de la PCR, una molécula unica de ADN se amplifica en mas de un billén de copias.
Los productos amplificados resultantes se separan por electroforesis segun su tamarfo
en geles de poliacrilamida o agarosa y se visualiza con bromuro de etidio o algun otro
colorante, que interactua con el ADN de doble cadena y hace que se presentan

fluorescencia bajo rayos ultravioleta (Subbotin y Moens, 2006).

5.8 Empleo de biologia molecular en la identificacion de especies de
Meloidogyne spp.

El primer método para la identificacion de Meloidogyne spp. basado en PCR utilizando
enzimas de restriccion, se reporté por Harris et al. (1990), donde se logré amplificar
con éxito el ADN mitocondrial de especimenes aplastados en una gota de agua estéril
y luego anadidos a la reaccion de PCR. Posteriormente Powers y Harris (1993),
disefiaron iniciadores para amplificar la region ITS del gen mitocondrial que codifica
para citocromo oxidasa subunidad Il y el gen rRNA 16S vy los utilizaron para identificar
M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla y M. chitwoodi. Desde 1994, Powers
y Harris sefialaron que los métodos moleculares tendrian un impacto en la sistematica
de los nematodos. En la actualidad la aplicacidon de la sistematica molecular ha
ayudado a resolver inconsistencias en la clasificacion morfolégica y filogenia de estos
organismos (Dorris et al., 1999). Hasta la fecha, los métodos moleculares basados en
PCR, para la identificacion de especies de Meloidogyne, incluyen en uso de regiones
objetivos como: ADNmt (ADN mitocondrial) (Powers y Harris, 1993; Stanton et al.,
1997; Tigano et al., 2005; Powers et al., 2005), ADNr (ADN ribosémico o ribosomal,)
con perfiles de la region ITS (espaciador transcrito interno) (Zijlstra, 1997; Zijlstra et
al., 1997), region IGS (espaciador intergénico) (Blok et al., 1997; Peterson et al., 1997,
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Wishart et al., 2002) y secuencias de genes 18S, 5.8 y 28S del ADNr. Lo métodos
incluyen el uso de RFLP (polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion) (Xu
et al., 2004), RAPD (amplificacién aleatoria de ADN polimérfico) (Tigano et al., 2010),
AFLP (polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados) (Semblat et al., 1998),
sondas de ADN microsatélite y satélite (De Luca et al., 2002; Castagnone-Sereno et
al.,, 1999), LAMP (Amplificacion isotérmica mediada por lazo) (Niu et al., 2011),
multiplex PCR (Randing et al., 2002; Hu et al., 2011), iniciadores especificos SCAR
(secuencias caracterizadas de la region amplificada) (Zijlstra, 2000; Zijlstra et al.,
2000; Randing et al., 2002; Tigano et al., 2010) y PCR en tiempo real (Zijlstra y van
Hoof, 2006; Toyota et al., 2008; Berry et al., 2008; De Weerdt et al., 2011). La
estrategia mediante RFLP, consiste en la amplificacion de una region conservada del
genoma (presente en todas las especies) y su posterior digestion con enzimas de
restriccion que revelan las diferencias entre las especies. Esto trae como resultado
una serie de fragmentos de ADN que pueden ser ordenados por su tamafo y
visualizados en un gel, a través de electroforesis. Se obtiene un patron de digestion
caracteristico para cada especie. Un trabajo pionero con esta metodologia fue el
realizado por (Curran et al., 1986), donde el ADN fue aislado a partir de un gran
numero de huevecillos del nematodo. Métodos mas recientes basados en la PCR han
utilizado iniciadores que distinguen a especies sin una etapa posterior de digestion.
Los marcadores moleculares RAPDs son obtenidos tras la amplificacion por PCR de
segmentos al azar del ADN, utilizando secuencias arbitrarias de oligonucleétidos
iniciadores. Williamson et al. (1997) sintetizaron iniciadores de PCR derivados de las
secuencias RAPD, posteriormente esta técnica fue usada por Zijlstra (2000) y Zijlstra
et al. (2000), quienes identificaron y secuenciaron fragmentos RAPD de M. chitwoodi,
M. fallax, M.hapla, M. incognita, M. javanica y M. arenaria para que a partir de éstos,
disefiar iniciadores especificos SCAR. Algunas especies ya han sido sometidas a
procesos de clonacion y secuenciacion, o que ha permitido disefiar iniciadores
especificos. Un iniciador SCAR es un marcador molecular obtenido por la conversion
de un unico producto del ADN polimérfico amplificado al azar en un sitio de secuencia

marcada. Diversos iniciadores especificos SCAR han sido desarrollados por
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diferentes investigadores (Randing et al., 2002; Dong et al., 2001; Meng et al., 2004;
Tigano et al., 2010).

En un comienzo se usé RFLP de secuencias amplificadas del ADNmt en la
identificacion de especies de Meloidogyne (Powers y Harris, 1993). En la actualidad
el empleo de regiones del ADNr se esta convirtiendo en la herramienta mas utilizada
para la identificacion de especies (Zijlstra et al.,, 1997). Un mapa estructural del
genoma mitocondrial del género Meloidogyne fue publicado por Okimoto et al. (1991).
El mapa mostro la ubicacién de 12 genes codificadores de proteinas, genes de ARNr
(ARN ribosomal), y ARNt (ARN de transferencia). EI ADNmt proporciona una rica
fuente de marcadores genéticos para la identificacién. El contenido de genes
conservados entre los genomas mitocondriales permite comparar enfoques
experimentales similares a través de filos muy divergentes. El consorcio para el codigo
de barras de la vida, ha aprovechado estas caracteristicas mitocondriales proponiendo
una iniciativa mundial en la que todas las especies conocidas tienen un “cédigo de
barras” de la secuencia de ADN de la subunidad citocromo oxidasa | (COl). Otra region
del genoma mitocondrial de Meloidogyne susceptible al desarrollo de técnicas de
diagndstico es la porcion del genoma flanqueado por el gen COIll y la porcion 5' del
ARNr 16S (Powers y Harris, 1993). También se reporta a la region de repeticion de 63
pb, la cual ha sido utilizada para la caracterizacién de especies de Meloidogyne spp.
(Stanton et al., 1997; Lunt et al., 1998; Blok et al., 2002; Brito et al., 2004).

La familia multigénica del ADNr, esta conformada por muchas copias de genes que
codifican para los componentes ribosomales: 5.8S, 18S y 28S. En la mayoria de los
eucariotas, la organizaciéon 5' a 3' de esta familia de genes consiste en un espaciador
transcrito externo (ETS), el gen 18S (SSU), un espaciador transcrito interno (ITS1), el
gen 5.8S, un ITS2, el gen 28S (LSU) y el espaciador intergénico (IGS). La region IGS
es seguida por otra copia de la familia génica (Garcia, 2006; Blok y Powers, 2009),
dentro de la region IGS se encuentra el gen 5S (Wishart et al., 2002). El gen 18S
consiste en la subunidad ribosomal pequefia (SSU), mientras que el gen 28S consiste

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

VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ubicacion del experimento

La investigacion se realiz6 en el laboratorio de Nematologia del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD) Unidad Culiacan, situado en
el km 5.5 de la carretera Culiacan-El dorado. Asi mismo, se colectaron muestras de
plantas de chile enfermas con el nematodo agallador de diferentes zonas de
produccion del estado de Sinaloa.

6.2 Coleccion de muestras

La colecta de muestras de plantas agalladas se realiz6 en diferentes zonas horticolas
del estado de Sinaloa (Cuadro 2 y Figura 1). Estas muestras consistieron recolectar
raices y suelo infestado con Meloidogyne spp. Para cada punto muestreados se

realizo la georreferenciacion, usando un equipo de GPS (eTrex H).
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Figura 1. Puntos de muestreo en los Municipio que representan la zona
productora de chile del Estado de Sinaloa.
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Cuadro 1. Georreferenciacion. Variedad de chile, municipio y coordenadas de los
puntos muestreados en las zonas productoras de chile en el Estado de Sinaloa.

Poblacién Cultivo Municipio Localidad Coordenadas

1 Poblano Ahome Los Mochis 25°39.000' N 108° 38.798'W

2 Jalapefio Ahome Los Mochis 25°35.217'N 108° 38.798' W
3 Poblano Ahome Juan José 25°41.879' N 108° 23.567' W

Rios

4 Poblano Culiacan Paredes 24°32.283'N 24°32.543' W

4 Poblano Culiacan Paredes 24°32.284'N 107°28.474' W
5 Bell pepper Culiacan El Tigre 24°40.06' N 107° 26.43' W
6 Bell pepper Culiacan El Tigre 24°29.33'N  107°17.24' W
7 Poblano Navolato Villa Juarez 28°36.906' N 107° 27.988' W
8 Poblano Navolato Villa Juarez 28°36.889' N 107° 26.988' W
9 Bell pepper Culiacan La Flor 24°39.293'N 107° 29.025' W
10 Bell pepper Culiacan La Flor 24°39.291'N 107° 29.022' W
11 Poblano Elota Tanques 24° 03.238'N 107° 01.186' W
12 Poblano Elota Tanques 24°01.039'N 106° 59.751' W
13 Bell pepper Elota La Paloma 24° 01.231"N 106° 59.086' W
14 Bell pepper Elota La Paloma 24° 01.039'N 106° 59.748' W
15 Poblano Elota Caimanes 23° 53.351' N 106° 54.028' W
16 Poblano Elota Caimanes 23°53.323' N 106° 54.02' W

17 Bell pepper Elota Caimanes 23° 53.351"N 106° 54.031' W
18 Poblano Elota Sol y Arena 23°57.504'N 106° 51.731' W
19 Poblano Elota Sol y Arena 23° 57.483'N 106° 51.642' W
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20 Banano El Rosario L a Curva 23°06.836' N 106° 01.924' W

21 Poblano El Rosario La Curva 23° 01.396' N 105° 55.211' W
22 Banano El Rosario El Walamo 22° 58.650' N 106° 09.348' W
23 Banano El Rosario El Walamo 22° 58.627'N 106° 09.349' W
24 Caribe El Rosario El Walamo 22° 57.619'N 106° 07.874' W
25 Poblano El Rosario El Walamo 22° 57.175'N 106° 07.378' W
26 Poblano El Rosario El Walamo 22°57.175'N 106° 07.378' W
27 Jalapefo El Rosario El Walamo 22° 56.975'N 106° 07.128' W
28 Banano El Rosario El Walamo 22°57.317' N 106° 06.643' W
29 Poblano El Rosario Agua Verde 22°53.297' N 105° 59.293' W
30 Poblano El Rosario La Loma 22° 55.967' N 106° 06.518' W
31 Jalapefio El Rosario La Loma 22° 55.969' N 106° 06.514' W
32 Banano Escuinapa Isla del 22° 44 .464' N 105° 50.404' W
Bosque
33 Banano Escuinapa Isla del 22° 44 455'N 105° 50.376' W
Bosque
34 Poblano Escuinapa Tecomatan 23°01.117"N 105° 54.532' W

6.3 Extraccion y montaje de hembras de Meloidogyne spp.

Las raices fueron lavadas cuidadosamente sumergiéndolas en un depdsito
conteniendo agua, evitando el desprendimiento de las masas de huevecillos. Con
ayuda de un microscopio estereoscopico y agujas de diseccidn se abrié el tejido
afectado tratando de no dafiar las hembras maduras, las cuales fueron transferidas a
tubos eppendorf con agua destilada, donde permanecieron por al menos 24 h. Se
extrajeron 50 hembras maduras y se realizaron montajes de sus patrones perineales,
los cuales fueron observados en microscopio 6ptico con 600 y 1200 aumentos. Para

la realizacidon de los montajes del patron perineal, se ubicé el disefio perineal en la
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hembra madura y se procedié a cortarlo en forma rectangular. Los cortes perineales
fueron colocados en un portaobjeto conteniendo una gota de lactoglicerol; orientando
la vulva del disefio hacia la parte superior del portaobjeto; asi como, la parte interior
de la cubierta del cuerpo hacia abajo. Se colocé un cubre objeto y se sell6 con esmalte

de uias, colocando las etiquetas con su cddigo respectivo.

6.4 Extraccion de especimenes juveniles de segundo estado de Meloidogyne
spp.

La extraccion de juveniles se realiz6 incubando 200 g de raices infectadas con
Meloidogyne spp., procedentes de las poblaciones aisladas; las que fueron lavadas
en agua corriente y tamizadas en tamiz de 100, 325 y 500 mallas procesadas con la
técnica de centrifugacion (Carneiro et al., 2014), los que fueron observados en

microscopio optico con 100, 400, 600 y 1200 aumentos.

6.5 Identificacién morfolégica de poblaciones de Meloidogyne spp.

Las caracteristicas empleadas para la identificaciéon de Meloidogyne spp., se basaron
principalmente en la morfologia del patron perineal de las hembras y la morfologia de
la cabeza de los especimenes machos. La interpretacion de estas observaciones se
realizO segun las caracteristicas e ilustraciones descritas por distintos autores
(Eisenback et al., 1983; Taylor y Sasser, 1983; Eisenback, 1985; Hunt y Handoo,
2009). Los caracteres morfolégicos del patrén perineal usados en la identificacion
fueron: forma del disefio perineal (rectangular, circular, oval, piriforme, de reloj de
arena, etcétera), arco dorsal (alto, bajo redondeado, aplanado), lineas laterales
(presentes o ausentes), forma de las estrias (finas, gruesas, cortas, quebradas, lisas,
onduladas, en zigzag), hombreras (presentes 0 ausentes), puntuaciones al término de
la cola (presentes o ausentes), alas en uno o a ambos lados del disefio (presentes o
ausentes). Los caracteres particulares que permitieron llegar a una identificacion de
especies se mencionan en el Cuadro 2. Para el caso de especimenes machos, los
caracteres morfologicos y morfométricos usados en la identificacion fueron: forma del
contorno del disco labial, forma de la capsula y regién cefalica y distancia desde el

orificio de la glandula esofagica dorsal a la base del estilete (DGED). Los caracteres
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particulares de especimenes machos,

morfolégica de especies, fueron los mencionados en el Cuadro 2.

que complementaron la

identificacion

Cuadro 2. Caracteristicas usadas para la identificacion de Meloidogyne incognita, M.
javanica, M. arenaria y M. hapla basadas en el patron perineal de la hembra
(Eisenback et al., 1983).

Especie M. incognita M.javanica M.arenaria M.hapla
Patron Arco dorsal alto y Redondeado con Arco dorsal de Arco dorsal
perineal cuadrado. arco dorsal bajo a redondeado a generalmente es

moderadamente plano. aplanado,

alto. frecuentemente con
puntuaciones en el
area donde termina
la cola.

Campo Sin lineas laterales Lineas laterales Sin lineas laterales Las lineas laterales

lateral claramente claramente claramente no son visibles.
visibles. visibles, formando visibles.

doble incisuras.

Estrias Lisas a onduladas Lisas a onduladas Estrias dorsales y Lisas a onduladas,
moderadamente moderadamente ventrales algunas estrias
finas. finas. bifurcadas, pueden prolongarse

uniéndose en lateralmente y
angulo en los formar una o dos
campos laterales alas.

Regién Frecuentemente Frecuentemente Algunas estrias se Algunas estrias se
perivulvar se observan se observan dirigen hacia la dirigen hacia Ia
estrias que se estrias que se wvulva. vulva.
dirigen hacia la dirigen hacia la

vulva. vulva.
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6.6 Identificacion molecular mediante PCR de poblaciones de Meloidogyne spp.
Extraccion de ADN de Meloidogyne spp.

Después de realizar la identificacion morfolégica, se extrajeron especimenes hembras
del nematodo y masas de huevecillos, de las cuales se obtuvo el ADN para las

pruebas moleculares.
Extraccion de ADN a partir de especimenes hembras:

Método de extraccion de ADN. Se llevo a cabo la metodologia utilizada por Cenis
(1992) y Karajeh et al. (2010).

Para la confirmacién de la identidad de Meloidogyne a nivel especie, las raices de las
raices de chile agalladas se lavaron con agua destilada para remover el suelo, se
seleccionaron agallas individuales, de donde se extrajeron 50 hembras con una aguja
de diseccion y se depositaron en un tubo eppendorf de 1.5 ml, posteriormente, se
afnadié una alicuota de 45 pl de buffer de lisis (NaOH 50 mM) para después macerar
las hembras con la ayuda de un pistilo, el contenido se sometido a lisis por calor a 95
°C por 10 min, se agreg6 un alicuota de TRIS HC PH 7-8 y se centrifugd a 10,000 rpm

durante 3 min y se recupero el sobrenadante.

6.6.1 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para realizar la PCR se utilizaron los iniciadores generales F-M y R-M (Meloidogyne
spp.) Yy los iniciadores especificos F-jav y R-jav (Meloidogyne javanica), Me-R y Me-R
(Meloidogyne enterolobii), Mi-F y Mi-R (Meloidogyne incognita), Ma-F Y Ma-R
(Meloidogyne arenaria), Mha-F y Mha-R (Meloidogyne hapla), que codifican para la
region 28S ARNr.Hu.

Las reacciones de la PCR se realizaron utilizando el sistema de PCR Core System 1
(Promega). El volumen de la mezcla fue de 25 pl para todas las reacciones. La

amplificacion del ADN se llevé a cabo en un termociclador (BIO-RAD T100).
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6.6.2 Visualizacion de ADN amplificado, por electroforesis.

Una alicuota de 5 pl del producto de PCR se visualizdé en un gel de agarosa al 1%,

tefiido con 2.5 pl de midori Green, se utilizaron 0.75 ul de marcador molecular de 100

pb y 1 pl de colorante blue orange loading dye, 6x promega. Las condiciones de

electroforesis fueron 60 voltios y 250 amperes durante 90 min; El registro fotografico

de los productos de PCR se obtuvieron mediante un transiluminador Benchtop UV.

Se considerd como respuesta positiva una banda visible con las pb correspondientes

a cada iniciador.

Cuadro 3. Iniciadores utilizados. se utilizaron seis pares de iniciadores: un iniciador
general y cinco iniciadores especificos, con las cadenas correspondientes, se indica
también el numero de pares de bases esperado para cada iniciador.

Iniciadores

Cadena

Amplicones

esperados

M-F y M-R (Meloidogyne)

5-GGGGAGGAACATACTTCTCCGTCC

5-CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC

500 pares de bases

Jav-F y Jav-R (Meloidogyne javanica)

5'-CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC

5-GGTGCGCGATTGAACTGAGC

670 pares de bases

Me-F y Me-R (Meloidogyne enterolobii)

5'-AACTTTTGTGAAAGTGCCGCTG

5-TCAGTTCAGGCAGGATCAACC

256 pares de bases

Mi-F y Mi-R (Meloidogyne incognita)

5-GGGGAGGAACATACTTCTCCGTCC

5-GTGAGGATTCAGCTCCCCAG

1000 pares de bases

Ma-F y Ma-R (Meloidogyne arenaria)

5'-TCGAGGGCATCTAATAAAGG

5-GGGCTGAATATTCAAAGGAA

950 pares de bases

Mha-F y Mha-R (Meloidogyne hapla)

5'-GGCTGAGCATAGTAGATGATGTT

5-ACCCATTAAAGAGGAGTTTTGC

960 pares de bases

Sunil K. et al., 2012; Martinez-Gallardo et al., 2015; Garcia et al., 2018.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 ldentificacién morfométrica y morfolégica de las poblaciones de
Meloidogyne spp. en las zonas productoras de chile en Sinaloa.

Después de realizar mediciones morfométricas de largo del cuerpo, largo de la cola 'y
largo de la parte hialina en juveniles y hacer la comparacion con las medidas descritas
en el libro de “Root-Knot nematodes” de Perry y Moens (2009), se identificaron las

especies incognita y enterolobii.

De las 34 muestras colectadas y procesadas, se identificaron dos especies, las cuales
son de distribucion cosmopolitas y poseen un amplio rango de hospedantes, segun
Perry y Mons (2009). En el Cuadro 4 se enlistan las mediciones obtenidas de cada

una de las especies identificadas.

Cuadro 4. Caracteristicas morfométricas obtenidas de cada especie de juveniles de

segundo estadio y descripcion de cada especie.

Especie Largo del Descripcion Largo de la Descripcion Largo de la Descripcion
cuerpo um original pum cola um original um parte original um
hialina de
la cola pm
M.incognita 360-435 350-450 49-65 43-65 12.5-14 6-14
M.enterolobii 450-470 405-472.9 44.2-61 41.5-63.4 14-22.6 5-30

Los juveniles se caracterizaron por ser vermiformes anillados (Figura 2). Los machos
son ligeramente anillados hacia adelante, redondeados de la parte posterior, la cola
tiene una terminacidén pronunciada, como punta de lapiz y mide de 44.2 a 61 um, la
region hialina mide 14 a 22.6 ym vy el estilete oscila entre 21.3 y 24.9 ym para el caso
de M. enterolobii (Figura 3). Las caracteristicas observadas coinciden con lo reportado
por Martinez-Gallardo et al., (2015), el reporto la presencia de M. enterolobii
parasitando tomate, que si bien no se trata del mismo cultivo, la investigacion se

realizo en el Estado de Sinaloa.
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En la Figura 4 puede observarse una cola conica y las medidas oscilan entre 49 y 65
pm. En la Figura 5 se observa un estilete cuya longitud es de 10 a 14 pm, los nddulos
son anchos y posteriormente redondeados, las medidas de la region hialina oscilaron
entre 10.5 y 14 um estas caracteristicas corresponden a M. incognita y coinciden con

las caracteristicas reportadas por Carrillo et al., (2000)

Figura 3. Juvenil dos de M. Figura 2. Estilete de M. enterolobii.
enterolobii.

Figura 5. Cola de un Juvenil dos de Figura 4. Estilete de M. incognita.
M. incognita.

Segun la metodologia utilizada, unicamente sugiere la medicién del largo del cuerpo,

largo de la cola y largo de la parte hialina de la cola para la identificacion de las

especies.
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7.2 Identificacidon de especies de hembras del género Meloidogyne spp.

Las hembras no estan sujetas a los mismos parametros de identificacion morfométrica
que los machos y juveniles, para las hembras, una de las caracteristicas mas
importante para la identificacion de las especies es el patrén perineal. Es crucial
identificar las caracteristicas esenciales de cada patrén, con el fin de evitar una

erronea identificacion.

La metodologia utilizada en este estudio sugiere la descripcion del patrén perineal
para la identificacion de las especies, pero otros autores sugieren que pueden
realizarse mediciones utiles para la identificacion de las especies de hembras; la
medicion del largo del estilete parece ser util para la diferenciacion porque exhibe una
limitada variacion intraespecifica y existe un amplio rango en el género que va de las
10 a las 25 y. En el caso de las hembras, se identificadas dos especies (M. incognita
y M. enterolobii), siendo M. incognita una de las especies mas comunes a nivel
mundial y la segunda es una especie que en la actualidad esta ocasionando dafos
impactantes en varios cultivos y diversas zonas productoras (Martinez-Gallardo et al.,
2015). Las descripciones del patron perineal para su comparacion con las descritas
en el estudio, fueron tomadas de Shurtleff y Averre Ill (2009), Sandoval y Lomas
(2007) y Perry y Moens (2009). En las Figuras 5 y 6, se muestran los patrones

correspondientes a las dos especies identificadas.
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Figura 6. Corte perineal de una hembra Figura 7. Corte perineal de una hembra
de M. enterolobii. de M. incognita.

En el patron perineal de la figura 6, se puede observar ondulaciones pronunciadas de
las estrias dorsales, haciendo parecer que el arco dorsal posee “hombreras”. El arco
dorsal es bajo y redondeado, a excepcion donde las estrias ventrales se extienden
para formar “alas”, por lo tanto, pertenece a la especie M. enterolobii, lo que coincide

con lo reportado por Martinez-Gallardo et al., (2015).

El patrén perineal de la Figura 7, pertenece a la especie M. incognita, ya que es algo
ovalado, posee un alto e irregular arco formado por lineas onduladas, la parte interna
del arco dorsal presenta numerosos zigzags y estrias quebradas, la estria dorsal y
ventral tiende a volverse bifurcada a lo largo de la linea lateral, lo cual coincide con lo

reportado por Peraza-Padilla at al. (2013).
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7.3 Identificacion molecular de las especies de Meloidogyne, presentes en las
zonas productoras de chile en Sinaloa.

En el primer carril se observa un marcador de 1000 pb, en el carril dos se colocé un
carril negativo, mientras que en carril 3 se depositd un blanco, el carril 4 corresponde
al género Meloidogyne con amplicon de 500 pb, en los carriles del 5 al 8 se observa
un amplicén de 1000 pb correspondientes a M. incognita, este resultado coincide con
lo reportado por Pérez-Padilla et al. (2013), en los carriles que van del 9 al 10
corresponden a M. enterolobii con un amplicon de 256 pb, estos coincide por lo
reportado por Martinez-Gallardo et al. (2015), ya que se espera un amplicon de 256

pb para el caso de M. enterolobii, tal como se muestra en la Figura 8.

1R 3 D 67 S I O] 0111 P81 SRR 48R DER1'GR'721 888198820

g —— e —
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Figura 8. Identificacion molecular de las especies de Meloidogyne, en gel de
agarosa.
7.4 Determinacion de las especies de Meloidogyne presentes en el cultivo de
chile y su distribucion.
De las 34 poblaciones colectadas, se encontré que 78% corresponde a la especie M.
enterolobii y el 22% fue M. incognita (Cuadro 5), las especies identificadas se observd
que se encontraban hospedando las variedades de chile Poblano, Jalapeio, Bell

Pepper, Banano y Caribe (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Incidencia de especies de Meloidogyne en las zonas productoras
del Estado de Sinaloa.

Especie de Meloidogyne Distribucién de Porcentaje
especies
M. enterolobii 32 78
M. incognita 9 22
Total 41 100

El Cuadro 6 y Figura 9, muestra cdmo se distribuyen las especies de Meloidogyne en
el estado de Sinaloa, en la zona Norte (Ahome), Centro Norte (Navolato) y Centro
(Culiacan) se observé solo presencia de M. enterolobii en el cultivo de chile, en cambio
la zona Centro Sur (Elota) y Sur (El Rosario y Escuinapa), se muestra la presencia de
las especies de M. enterolobii y M. incognita en diversas variedades de chile.

Cuadro 6. Distribucion de Meloidogyne spp., variedades de chile afectadas, en las
zonas productoras de chile en el Estado de Sinaloa.

Zonas Municipios Variedades Especie de Puntos Ditribucién Porcentaje
de chile Meloidogyne  muestread  por zona por zona
0S

Norte  Ahome Jalapefioy M. enterolobii 3 3 100

Poblano M. incognita 0 0
Centro Navolato Poblano M. enterolobii 5 2 100
Norte M. incognita 0 0
Centro Culiacan Poblano, M. enterolobii 5 5 100

Bell Pepper M. incognita 0 0
Centro Elota Poblano, M. enterolobii 9 9 75
sur Bell Pepper M. incognita 3 25
Sur El Rosario Banano, M. enterolobii 13 68

y PoblanE), M. incognita 15 6 32
Escuinapa Jalapefioy
Caribe
Total 34 41

La distribucién de M. enterolobii en todas las zona del estado de Sinaloa fue mayor en
relacion a M.incognita, debe de ser un punto de alerta para el método de control, ya
que lo reportado por Melo et al. (2011), donde evaluaron 25 genotipos de chile (C.

annuum) y tomate, observaron poca resistencia moderada en algunos materiales de
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chile, donde los genotipos de C. chinense fueron susceptibles a M. enterolobii, con
factores de reproduccion de 2.74 a 12.62, menores que los obtenidos en C. annuum,
en el mismo experimento, en el cual solamente el genotipo de C. frutescens fue

considerado resistente.

O M. enterolobii

.M. incognita

0

Figura 9. Mapa de distribucion de especies de Meloidogyne presentes en las
zonas productoras de chile en el Estado de Sinaloa.
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VIII. CONCLUSIONES

El estudio morfolégicamente y morfométricamente mostrd la identificacion de M.
incognita y M. enterolobii, siendo ratificado con el estudio molecular. M. enterolobii
mostrd su presencia en todas las zonas productora de chile muestreadas, en cambio
M. incognita solo se observo su presencia en la zona centro-sur y sur del estado de

Sinaloa.
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