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RESUMEN

Las especies del género Meloidogyne, son de distribucion mundial y en general inducen la formacién de agallas
onddulos en las raices de una amplia variedad de plantas, debido a esto, es conocido como “nematodo agallador”.
Las plantas afectadas manifiestan pérdida de turgencia de las hojas, clorosis y marchitamiento, lo que reduce el
rendimiento de los cultivos. En el Ecuador han sido registradas varias especies de Meloidogyne, en plantas
silvestres y cultivadas. Para el diagnéstico, la identificacion de este fitonematodo inicialmente fue mediante el
uso de caracteres morfoldgicos y posteriormente se incorporé el uso del analisis del patron de isoenzimas en
gel de poliacrilamida. Sin embargo, las técnicas moleculares, que incluyen el analisis de secuencias parciales o
totales de uno o mas genes de importancia taxonémica, han generado una revoluciéon en la Taxonomia en
general, por lo que actualmente es una de las estrategias con enorme potencial tanto para la Identificacién como
para el estudio genético de Meloidogyne spp., debido a su alta sensibilidad y confiabilidad del resultado. El
surgimiento de modernas técnicas de identificacién permitird una correcta identificacién de Meloidogyne spp.,
lo que contribuye al disefio de adecuadas estrategias de manejo de este nematodo fitopatégeno.
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ABSTRACT

The species of the genus Meloidogyne are globally distributed and generally induce the formation of galls or
nodules in the roots of a wide variety of plants, due to this; this nematode is known as "Root knot nematode".
The affected plants show loss of turgidity of the leaves, chlorosis and the withering, which leads to a reduction
in crop yields. In Ecuador, the presence of several species of the root knot nematode has been registered, in wild
and cultivated plants. For the diagnosis, the identification of this plant parasitic nematode, initially was by the
use of morphological characters and later was incorporated the use of the analysis of the isoenzyme phenotypes
in polyacrylamide gel. However, molecular techniques, which include the analysis of partial or total sequences
of one or more genes of taxonomic importance, have generated a revolution in Taxonomy in general, so it is
currently one of the strategies with enormous potential for the identification and genetic study of Meloidogyne
spp. due to its high sensitivity and reliability of the result. The modern identification techniques will allow a
correct identification of Meloidogyne spp., which contributes to the design of adequate management strategies
for this phytopathogenic nematode.
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INTRODUCCION

Los nematodos fitoparasitos del género
Meloidogyne son endoparasitos sedentarios de
gran importancia econémica y constituyen uno de
los principales factores limitantes en la
productividad de cultivos en paises tropicales
(Pathak, Keshari & Haider, 2000). Meloidogyne
spp., se caracteriza por ser un nematodo polifago,
capaz de parasitar la mayoria especies de plantas
vasculares (Horrigue-Raouani, Chitwood &
Chitwood, 2008; Jones et al., 2013; Daramola et al.,
2015).

Entre las especies mas importantes, se encuentran
M. arenaria, M. incognita, M. javanica y M. hapla
(Moens, Perry & Star, 2009). Ademas, debido al
éxito del parasitismo y alta especializaciéon
desarrollada en su huésped, asi como su
permanencia en el suelo y alta tasa de
reproduccién, son dificiles de erradicar,
constituyéndose en un problema fitosanitario de
importancia global (Trudgill & Blok, 2001).
Existen diferentes métodos para la identificacion
de nematodos, a menudo se identifican con base en
caracteristicas morfolégicas y morfométricas, en
base al hospedante que parasita, su efecto
patolégico en el hospedante o su origen geografico.
Sin embargo, estos criterios tienen ciertas
limitaciones cuando se realizan identificaciones
especificas y se hace necesario el empleo de
métodos complementarios y confirmatorios mas
precisos como el caso de las técnicas moleculares
(Carneiro & Cofcewicz, 2008; Rusinque, Inacio,
Mota & Nébrega, 2018).

A pesar de que los métodos morfolégicos poseen
sus ventajas en algunos casos, para conseguir una
correcta identificaciéon, se vuelve necesario y
obligatorio el uso de otras técnicas como la
caracterizacién enzimdtica y técnicas de PCR
basada en la amplificacién de genes de interés
(Eisenback & Hunt, 2009; Oliveira et al., 2016).

La caracterizacion bioquimica de nematodos es una

metodologia muy sensible, que requiere
Unicamente de la presencia de una hembra joven
para poder ser realizada (Carneiro et al, 2005;
Oliveira, Oliveira & Gongalves, 2006). Una
comparacion de esterasas muestra la mayor
precision para poder distinguir las especies de
Meloidogyne; sin embargo, cuando los perfiles de
esterasa son semejantes, los perfiles de malato
deshidrogenasa son mas precisos en la
identificacién (Horrigue-Raouani et al., 2008; Hunt
& Handoo, 2009; Rusinque et al., 2018).

Los métodos moleculares basados en técnicas
como la PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa), se caracterizan por la alta sensibilidad
y especificidad, (De Weerdt et al., 2011; Akyazi,
2013; Daramola et al,, 2015; Sapkota et al., 2016).
Estos métodos estdn revolucionando la
clasificacién taxondmica y el estudio genético de
los nematodos, constituyéndose en una
herramienta importante en la identificacién de
nematodos fitoparasitos mediante la amplificacién
y secuenciamiento de regiones genéticas como ITS
(Internal transcribed Spacer), ADNr 18S y 28S
D2/D3, Espaciador intergénico (IGS-2); asi como el
uso de RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphic) y SCAR (Sequence Characterizied
Amplified Region) (Duarte et al, 2016; Ye et al,
2015).

La implementacién del uso de estas herramientas,
tiene un efecto en el tiempo que implica un
diagnostico correcto y confiable, lo que permitiria a
posterior poder desarrollar técnicas de control mas
precisas y una disminucién de las pérdidas
ocasionadas por estos fitoparasitos (Adam et al.
2007; Oliveira et al. 2016; Rusinque et al. 2018).

El objetivo de esta Revisién es dar a conocer
aspectos sobre los relatos existentes de
Meloidogyne spp y las técnicas que se usan en la
identificacién de este nematodo fitoparasito.

Métodos de identificacion de especies de Meloidogyne spp.

Morfologia y morfometria

La identificacién clasica de las especies del género
Meloidogyne se basa principalmente en caracteres
morfoldgicos y morfométricos. El procedimiento
mas utilizado para la identificacién de especies, era
mediante el estudio del patrén perineal en la regién
posterior del cuerpo de las hembras adultas (Kaur
& Attri 2012). Esta regién incluye areas como la de
la vulva-ano (el perineo) (Hunt & Handoo, 2009).
Los padrones perineales de poblaciones de M.
incognita 'y M. javanica presentaron leves
variaciones morfolégicas por la influencia de

factores como el hospedante. Es por eso que
también se utilizan caracteristicas morfolégicas de
la region cefalica y estilete de la hembra, macho y
segundo estadio juvenil; forma y tamafio de la cola
del segundo estadio juvenil (Eisenback &
Triantophyllu, 1991). Sin embargo, individuos del
segundo estadio juvenil son suplementarios y
generalmente no se utilizan en la identificacién
rutinaria de especies (Magunacelaya & Dagnino,
1999).

Debido a la similaridad morfolégica y morfo-
métrica existente entre especies de Meloidogyne, la
forma mas apropiada de realizar una caracte-
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rizacion es por medio de una combinaciéon de
caracteres diferenciales de hembras, machos y
juveniles de segundo estadio (Carneiro &
Cofcewicz, 2008). Pero en la diferenciaciéon de
Meloidogyne, los caracteres morfoldgicos son mas
utilizados que los morfométricos, ya que estos
dltimos pueden verse mas afectados por las
condiciones ambientales (Hunt & Handoo, 2009).
Para poder observar y medir las dimensiones de los
nematodos fitoparasitos es necesario el uso de
equipos adecuados como el microscopio 6ptico, asi
como para poder realizar fotografias o diagramas
de sus estructuras. También se utiliza el
microscopio electrénico de exploracién, como una
herramienta de trabajo para el diagnoéstico, pues
permite ver mucho mas claramente algunos
detalles morfolégicos que no pueden ser
visualizados correctamente usando el microscopio
optico compuesto; incluso permiten mostrar
diferencias morfoldgicas entre poblaciones o razas
de diferentes especies; entre los mas importantes
caracteres morfoldgicos revelados por el
microscopio electrénico de exploraciéon se
encuentran los de la region cefalica en las hembras,
machos y juveniles, asi como detalles de las
estructuras que ocurren en la cuticula y en la region
de la cola en hembras y machos (Rodriguez, 2000;
Hartman & Sasser, 1985).

Identificacion por medio de isoenzimas

La técnica de electroforesis de proteinas e
isoenzimas consiste basicamente en que los
extractos proteicos solubles se separan en gel de
poliacrilamida bajo campo eléctrico de acuerdo con
su masa molecular diferente (PAGE). La
electroforesis ~ bidimensional en gel de
poliacrilamida  (2-D-PAGE) también puede
utilizarse para una mejor separacién. En este caso,
las proteinas se separan en la primera dimension
de acuerdo con su punto isoeléctrico y en el
segundo de acuerdo con su masa molecular
(Carneiro & Almeida, 2001). Los perfiles
electroforéticos de isoenzimas, particularmente
EST esterasas y la malato deshidrogenasa MDH son
diferentes para cada especie (Silva et al, 2016).
También se utilizan perfiles de superéxido
dismutasa SOD y  glutamato-oxaloacetato
transaminasa GOT (Karssen & Moens, 2006, Blok &
Powers, 2009).

La comparaciéon de perfiles electroforéticos de
esterasas muestra una gran consistencia para
distinguir especies de Meloidogyne spp (Carneiro et
al,, 2005; Oliveira et al,, 2006; Steffen et al., 2007);
sin embargo, los perfiles de malato deshidrogenasa
ayudan a identificar cuando los perfiles de esterasa
son similares, como, por ejemplo, con M. incognita
y M. hapla. Algunas especies, como M. arenaria,
muestran varios perfiles diferentes, aunque esto
puede indicar la existencia de especies cripticas
(Hunt & Handoo, 2009).

En un trabajo desarrollado por Esbenshade y
Triantaphyllou (1985), se destacé el uso de
patrones de esterasa para diferenciar 16 especies
de Meloidogyne, entre las que se destacaron
fenotipos de M. incognita, M. arenaria, M. javanica y
M. hapla. Por otro lado, en una investigacion hecha

por Carneiro et al. (2001) se utilizaron cuatro
enzimas distintas (esterasa, malato deshidro-
genasa, superdxido dismutasa y glutamato
oxaloacetato transaminasa) para realizar la
caracterizacion de mas de 100 poblaciones
originarias de diferentes Estados de Brasil y paises
de América. Por lo tanto, fue posible determinar 34
fenémenos enzimaticos para diferentes especies de
Meloidogyne, incluidos 18 fenotipos de esterasa, 6
de malato deshidrogenasa, 5 de superdxido
dismutasa y 5 de glutamato oxaloacetato
transaminasa.

Identificacion molecular

La utilizacion de técnicas moleculares para
diagnoésticos de  diferentes  especies de
fitopatégenos como los nematodos, ya sea por
medio de analisis de ADN o anélisis de proteinas se
ha incrementado en los ultimos afios, garantizando
asi una mayor precisién en la identificacién de las
especies (Waele & Elsen, 2007). La identificacion
por medio del material genético es ventajosa
debido a que no estd influenciada por las
condiciones ambientales o por el estadio de
desarrollo del nematodo; es decir, la utilizacion de
técnicas moleculares tiene un gran potencial en la
identificacion rutinaria de nematodos (Al-Banna et
al., 2004).

Una de las primeras técnicas utilizadas en
identificacién molecular fue el uso de Fragmentos
de Restriccion Polimoérficos (RFLPs), esta técnica es
basada en el estudio de Polimorfismos generados
mediante el uso de Enzimas de restriccién como las
endonucleasas que cortan el ADN en diferentes
puntos, generando fragmentos que son separados
posteriormente por medio de electroforesis
(Becerra & Paredes, 2000), se ha utilizado esta
técnica para diferenciar poblaciones de M. arenaria
raza 2, cuando la identificacién morfolégica fue
insuficiente, = permitiendo  diferenciar  las
poblaciones en muestras de hasta 30 nematodos
(Carpenter et al. 1992), de la misma forma se ha
utilizado de forma combinada con estudios de
fenotipos de esterasas para identificacion de
Meloidogyne (Fargette et al. 1996).
En la actualidad, los métodos moleculares basados
en PCR para la identificaciéon de las especies de
Meloidogyne, incluyen el uso de regiones objetivas
tales como: mtDNA (ADN mitocondrial) (Tigano et
al, 2005; Powers et al, 2005), rDNA (ADN
ribosémico) (Zijlstra et al. 1997; Saeki et al,, 2002;
Monteiro, 2016), region IGS (espaciador
intergénico) (Wishart et al. 2002) y secuencias de
los genes 18S, 5.8 y 28S del rDNA. Los métodos
incluyen el uso de RFLP (Xu, et al, 2004), RAPD
(Amplificaciéon aleatoria de ADN polimérfico)
(Tigano et al, 2010), sondas de microsatélites y
ADN satélite, PCR multiplex (Saeki et al, 2002),
iniciadores especificos SCAR (Zijlstra et al., 2000;
Tigano et al., 2010; Jorge, 2016; Mattos, 2017) y
PCR en tiempo real (Toyota et al. 2008; Agudelo et
al, 2011; De Weerdt et al,, 2011; Sapkota et al,,
2016).

Técnicas como PCR multiplex son muy utiles en la
identificacion de varias especies de forma conjunta,
debido a que este tipo de procedimientos permiten
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amplificar varios segmentos de ADN, en una sola
reaccion por medio del uso de dos o mas sets de
iniciadores (Bolivar et al. 2014), esta técnica ha
sido ampliamente empleada para la identificacién y
detecciéon de M. incognita, M. enterolobii, M.
javanica 'y M. arenaria (Hu et al. 2011; Devran et al.
2018; Wolf et al. 2013), usando ADN extraido de
agallas provocadas por el nematodo en China y
Turquia, asi como en paises del sudeste europeo,
con la finalidad de desarrollar un método rapido de
identificacion. Este tipo de técnica ha sido utilizada
en la identificacion de Meloidogyne spp. y
Pratylenchus spp., mediante el uso de iniciadores
especificos, a partir de muestras de suelo donde
existen la presencia de otros nematodos (Saeki et
al. 2003).

La PCR convencional es un método de deteccién
cualitativo, mientras que la PCR en Tiempo Real
(Real Time PCR), se caracteriza en ser un método
de deteccion pero que en forma simultinea
cuantifica el producto amplificado por medio de la
emision de fluorescencia que es interpretada por
un lector acoplado al termociclador (Cunha et al,,
2018). Empleando esta técnica, De Weerdt et al.
(2010) desarrollaron un método para la
identificacion de M. minor a partir de ADN de un ]2
en presencia de 10 poblaciones de seis especies de
nematodos de las agallas. Asi mismo Sapkota et al.
(2016) identificaron M. hapla de raices y suelo
provenientes de un cultivo de zanahoria de campos
infestados en Dinamarca. Otras especies tales
como: M. incognita, M. enterolobii, M. javanica, M.
graminicola han sido identificadas por medio de
PCR en tiempo Real, ya sea solas o en muestras
donde existe la presencia de otros nematodos
fitopatéogenos como Globodera rostochiensis,
Pratylenchus zeae 'y Xiphinema elongatum
(Kiewnick, Frey & Braun-Kiewnick, 2015;(Zhao et
al, 2010; Toyota., 2008; Nguyén et al,, 2014; Berry
etal., 2008).

Los métodos mas recientes basados en PCR
convencional usaron primers que son capaces de
distinguir especies sin una etapa de digestiéon
posterior (Kumar & Gurusubramanian, 2011),
describieron la técnica RAPD (Amplificacion
aleatoria de ADN polimdrfico) como una técnica
utilizada para identificar la variaciéon genética
entre poblaciones de organismos por medio de la
detecciéon de polimorfismos; los marcadores
moleculares RAPD se obtienen después de la
amplificacién por PCR de segmentos aleatorios del
ADN, utilizando secuencias arbitrarias o no
especificas de oligonucledtidos iniciadores.
(Williamson et al,, 1997. De la misma forma, Abd et
al. (2019) sintetizaron y evaluaron primers de PCR
derivados de las secuencias de RAPD en
poblaciones de nematodos.

La técnica RAPD, fue utilizada afios mas tarde por
Zijlstra et al. (2000), que usaron los marcadores
especificos OPA-12420, OPB-061200, OPA-0I700,
mediante el secuenciamiento de esas regiones
génicas, fueron identificados individuos de M.
chitwoodi, M. fallax, M. hapla, M. incognita, M.
javanica y M. arenaria, a partir de muestras
colectadas principalmente en regiones tropicales y

subtropicales. Por otro lado, en muestras
colectadas en plantaciones bajo el sistema cultivo
protegido, fueron analizadas muestras de ADN
extraidas de masas de huevos, ]2 y hembras, parala
identificacion precisa de M. incognita, M. javanica,
M. arenaria, M. mayaguensis, M. hapla, M. chitwoodi
y M. fallax en combinacién con marcadores de tipo
Scar (Adam et al., 2007).

Los marcadores SCARs, son wuna de las
herramientas moleculares mas efectivas y precisas
usadas para la identificaciéon de microorganismos
(Lee etal,, 2013). Un SCAR es un fragmento de ADN
gendmico en un solo locus, genéticamente definido
que es identificado por amplificacion por PCR
usando un par de iniciadores especificos,
generalmente de 15 a 30 pares de bases (Paran &
Michelmore, 1993). Los marcadores de SCAR
presentan ventajas sobre los marcadores RAPD
porque su amplificacion por PCR es menos sensible
a la condicién de reacciéon (Paran & Michelmore,
1993; Bautista et al, 2002). Ademas, la
amplificacién por PCR de los SCARs es reproducible
y puede ser facilmente detectada. Por lo tanto, el
analisis usando marcadores SCAR es simple, rapido
y facil de ejecutar (Yuakianti & Shiraishi, 2010).
Otra técnica empleada es AFLP, Fragmentos
Polimérficos Amplificados al Azar, en esta técnica
se basa en la amplificacion por PCR de fragmentos
que originados por enzimas de restriccion, de esta
forma se combinan los fundamentos de las técnicas
RFLP y PCR, al igual que RAPD es de herencia
dominante y ha sido utilizada ampliamente para
caracterizar la  diversidad  genética de
fitopatégenos (Becerra & Paredes, 2000; Mayer et
al, 2010; Dos Santos et al. 2013; Casanovas et al.
2013; Rocha et al. 2015). como para analizar la
diversidad genética de poblaciones de M. chitwoodi
y M. fallax, donde se demostré la presencia de
diversos  grupos poblacionales de estos
nematodos(Fargette et al,, 2005), as{ mismo se ha
utilizado esta técnica en combinacién con
marcadores RAPD, demostrando que la diversidad
de poblaciones de M. incognita provenientes de
cultivos de algodén en el estado de Bahia no se
encuentra relacionada con la virulencia en relacién
a accesiones resistentes, lo que podria deberse a la
presencia de 1 o 2 genes de resistencia en estos
cultivares (Lopes et al,, 2019)

Existen otras técnicas para la identificacion
molecular de Meloidogyne como la técnica LAMP
(Amplificacién isotérmica de ADN mediada por
asas), que puede amplificar grandes cantidades de
ADN con gran precisién, en un tiempo corto y
ademas como es isotérmica puede realizarse a una
sola temperatura estable, lo que resulta en que no
necesita del uso del termociclador y los productos
que derivan de la reaccién pueden ser observados
a simple vista en tubos de reaccién, empleando
colorantes de ligacién al ADN (Mori & Notomi,
2009). Esta técnica ha sido empleada para
amplificar segmentos genéticos como el espacio
intergénico 1GS2-18S, 5S, ITS del rDNA para la
correcta y precisa identificacion de M. chitwoodi, M.
enterolobii y M. hapla (Niu et al., 2012; Peng et al,,
2017).
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g;?r:zri utilizados para la identificacién de Meloidogyne spp. Adaptado de (Mao et al,, 2019)
Especie Primers Secuencia de los primers 5" A 3" (pb) Referencia
M. incognita IF{‘I?ICC/ 225?5&5:?&‘}&%%%? 399 Randig et al,, 2002
M. arenaria f{il;i/ ¥ggggg£$ﬁgﬁg§gﬁﬁg§ggf 420 Zijlstra et al., 2000
M. javanica ;jjz‘;/ égggﬁéﬁéﬁ;ggi@gggﬁgﬁ 517 Meng et al.,, 2004
e[ eIt
waep Ty TOCCRGTOAGTOCG

CONCLUSIONES

La identificacién de las especies del nematodo
fitoparasito Meloidogyne ha sido realizada
principalmente mediante el uso de caracteristicas
morfométricas, sin embargo pueden existir ciertos
inconvenientes en la identificacion empleando
Unicamente este tipo de metodologia, por tal
motivo el empleo de técnicas mas modernas como

el uso de marcadores moleculares basadas en
estudio de ADN son empleadas de forma principal
y rutinaria en la identificacion de especies, debido
a la alta precisién y confiabilidad en los resultados
generados puede incluir de forma concisa, una
posible investigacion futura que se pueda realizar.
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