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RESUMEN

Los nematodos de quiste de la papa (Globodera spp.) y los nematodos formadores de
nodulos de la raiz (Meloidogyne spp.) causan graves pérdidas de importancia
economica a diferentes cultivos en Costa Rica. G. pallida, G. rostochiensis y algunas
especies de Meloidogyne spp. son plagas cuarentenarias, por lo que se encuentran
entre los nematodos de mayor regulacion en el comercio agricola. En este trabajo se
pretende estandarizar algunas técnicas para el diagndstico molecular de estos géneros.
Se realizaron amplificaciones en reaccion multiple, con imprimadores universales y
especificos (ITSS, PITSr3 y PITSp4, para Globodera spp.; IMV1, IMV2, JMVhapla
y JMVtropical, para Meloidogyne spp.), amplificaciones con PCR Simple
(GpaF/GpaR y GroF/GroR, para Globodera spp.; Blo4/Blo5, para Meloidogyne spp.)
y PCR-RFLPs de la region ITS del ADN ribosomal, utilizando las enzimas Alul,
Mspl, Dral y Rsal. Se lograron identificar las muestras locales de Globodera spp.
como G. pallida. En el caso de Meloidogyne spp., se identificaron las especies M.
hapla, M. incognita y M. salasi; algunas muestras no pudieron ser identificadas, pero
se descartod la posibilidad de que fueran una de las tres especies mencionadas. La
reaccion multiple con imprimadores especificos es mds apropiada y ventajosa para el
diagnéstico molecular en andlisis de rutina, ya que permite detectar especies
simultaneamente en la misma muestra. La enzima Alul fue la que mostr6 los mejores
resultados para la distincion de especies de Meloidogyne spp. En el caso de
Globodera spp., ambas enzimas utilizadas (Alul y Mspl) presentaron resultados
concluyentes para la diferenciacion entre especies. La especie M. salasi fue descrita
en Costa Rica en 1984 y hasta el momento no existia confirmacion molecular de su
estatus de especie, asi, esta es la primera vez que datos moleculares apoyan la
nominacion de M. salasi.

Palabras clave: Globodera spp., Meloidogyne spp., reaccion multiple, PCR Simple,
PCR-RFLP, region ITS, ADN ribosomal, imprimadores especificos y universales.

* Informe de Prictica de Especialidad, Escuela de Biologia, Instituto Tecnoldgico de
Costa Rica, Cartago, Costa Rica. 2005.
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ABSTRACT

Potato Cyst Nematodes (Globodera spp.) and Root-Knot Nematodes (Meloidogyne
spp.) cause severe losses of economic importance in different crops in Costa Rica. G.
pallida, G. rostochiensis and some species of Meloidogyne spp. are considered
quarantine pests and are among the most regulated nematodes in agriculture. The
objective in this paper was to standardize some of the molecular diagnostic
techniques for both genera. Multiplex PCR, with species-specific and universal
primers (ITS5, PITSr3 & PITSp4, for Globodera spp.; IMV1, IMV2, JMVhapla &
JMVtropical, for Meloidogyne spp.), Simple PCR (GpaF/GpaR & GroF/GroR, for
Globodera spp.; Blo4/Blo5, for Meloidogyne spp.), and amplified ITS region of
ribosomal DNA PCR-RFLPs, using Alul, Mspl, Dral and Rsal restriction enzymes,
were performed. The local samples of Globodera spp. were identified as G. pallida.
In Meloidogyne spp., the species M. hapla, M. incognita and M. salasi were
identified; some samples could not be identified, but the possibility of them being one
of the mentioned species was discarded. The Multiplex PCR with species-specific
primers allows the simultaneous detection of several species in the same sample,
making it the most suitable and advantageous technique for routine analysis in
molecular diagnostics. The Alul enzyme demonstrated the best results for species
distinction of Meloidogyne spp. In Globodera spp., both of the used enzymes (Alul y
Mspl) presented conclusive results for differentiation between species. M. salasi was
described in Costa Rica in 1984, and up until now there wasn’t a molecular
confirmation of its species estatus, which makes this the first time molecular data
support the nomination of M. salasi.

Key Terms: Globodera spp., Meloidogyne spp., Multiplex PCR, Simple PCR, PCR-
RFLP, ITS region, ribosomal DNA, species-specific & universal primers.

* Informe de Prictica de Especialidad, Escuela de Biologia, Instituto Tecnoldgico de
Costa Rica, Cartago, Costa Rica. 2005.
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INTRODUCCION

El Centro de Investigaciones Agrondmicas (CIA) de la Universidad de Costa Rica
(UCR) se dedica a la investigacion en distintas areas, labor que ha sido orientada
hacia la investigacion participativa en fincas. Esto ltimo le ha permitido una mejor y
mas rapida adopcion de tecnologias desarrolladas. La Biotecnologia es una de las
areas de investigacion de este centro, trabajo que se realiza en el Laboratorio de
Biotecnologia de Plantas (LBP), cuyo objetivo es el de aplicar técnicas
biotecnolodgicas para el mejoramiento de cultivos agricolas, especialmente aquellos en
que el pais presenta ventajas comparativas de produccién, como por ejemplo, las
raices y tubérculos tropicales. Un cultivo sensible en el que se trabaja fuertemente es
la papa, con el objetivo de suplir material de siembra de alta pureza varietal y
fitosanitaria.

La papa es un tallo subterrdneo y suculento, que presenta un alto contenido de
carbohidratos, vitaminas y minerales. Actualmente, este tubérculo es el cuarto cultivo
de mayor importancia a nivel mundial, luego del trigo, el maiz y el arroz, los cuales
son los cuatro cultivos basicos en la alimentacion humana (Ramirez, 2001).

El tubérculo de papa en Costa Rica, por su consumo, es el tercer producto en
importancia a nivel nacional, luego del arroz y los frijoles. Mas del 90% de la
produccion nacional se obtiene de Cartago, donde ademads, se concentra el 95% del
area nacional dedicada al cultivo (Cglobal, 2003).

Los nematodos de quiste de la papa y los nematodos formadores de nddulos de la
raiz, dependen del grado de asociacion hospedante-nematodo, de la raza y densidad
poblacional del nematodo, la susceptibilidad del hospedante, la fertilidad del suelo,
las condiciones ambientales y la interrelacion entre los nematodos y otros organismos
fitopatdgenos. La combinacion de todos estos factores determina la severidad de la
enfermedad y, consecuentemente, la disminucion en la produccion (Ortufio et al.,
1999; Agrios, 2004).

Las especies Globodera pallida (Stone) Behrens (nematodo blanco de la papa) y
Globodera rostochiensis (Woll.) Behrens (nematodo dorado de la papa) son
consideradas como las plagas mds importantes del cultivo de papa, y han sido
identificadas como las causantes del dafio mas importante alrededor del mundo en
estas plantaciones (Fullaondo et al, 1999; Manduric y Andersson, 2003; Vejl et al,
2002).

Estas especies son consideradas, generalmente, como plagas de regiones templadas,
aunque, segun Powers (2004), aproximadamente un tercio de las 65 especies descritas
de Heterodera, sinonimo de Globodera, provienen de los tropicos. Este autor
menciona que tanto G. rostochiensis como G. pallida se encuentran entre los
nematodos de mayor regulacion en el comercio agricola.

El género Meloidogyne spp. es un nematodo que causa agallas o nudosidades en las
raices de su hospedero, de ahi su nombre comiin nematodo formador de noédulos de la
raiz. Estos nematodos ocasionan una condicién anormal en la planta, la cual puede



tratarse de un debilitamiento de las puntas de la raiz, lo cual inhibe su desarrollo, o
bien, de la estimulacidon de una formacion radical excesiva, induciendo una formacion
de hinchamientos en las raices, privando a las plantas de sus nutrimentos, ademas de
deformarlas y disminuir su valor comercial (Agrios, 2004).

La identificacion correcta de las especies de nematodos presentes en las plantaciones
de papa es esencial como parte de una efectiva estrategia de manejo integrado de
plagas, es decir, el control efectivo de estos nematodos, se basa en la exactitud del
conocimiento de las especies y patotipos presentes en el suelo. De manera que una
identificacion rapida y precisa de las diferentes especies de nematodos es necesaria
para un efectivo control y manejo de los mismos (Bates et al, 2002; Bulman y
Marshall, 1997; Xu et al, 2004).

Existen diferentes métodos para la identificacion de los nematodos. Los métodos
tradicionales de identificacion (morfoldgicos) son lentos, muy subjetivos y
laboriosos, por lo cual a veces pueden ser inefectivos. Por otro lado, las herramientas
de Biologia Molecular se han estado utilizando con mayor frecuencia para la
separacion de especies y patotipos de nematodos, y se espera que lleguen a ser de uso
rutinario. Algunas de estas herramientas incluyen la técnica de la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) con imprimadores especificos y la de
PCR-RFLP, entre otros (Vejl et al, 2002).

Como se menciond anteriormente, uno de los objetivos del LBP dentro del CIA es el
de aplicar las técnicas biotecnolodgicas, en este caso el diagnostico molecular, para el
mejoramiento de cultivos agricolas. Los géneros de nematodos Globodera spp. y
Meloidogyne spp. causan graves dafios a las plantaciones de papa, entre otros
cultivos, en Costa Rica, lo cual es de gran importancia econémica para el mismo,
ademas, su diagnostico tradicional implica muchas veces dificultades que podrian
evitarse si se utilizara un diagndstico molecular rapido y preciso. En este trabajo se
pretende estandarizar algunas de las técnicas para el diagndstico molecular de
especies de estos géneros, asi como identificar las especies predominantes en las
fincas muestreadas.



REVISION DE LITERATURA

GENERALIDADES DE LOS NEMATODOS

Los nematodos constituyen un grupo de organismos importantes en las plantas como
agentes causantes de enfermedades. Es un grupo bastante homogéneo desde el punto
de vista anatomico y morfologico, pero habitan una amplia variedad de habitats y
constituyen uno de los grupos mds numerosos y diversos del reino animal,
encontrandose en el suelo a densidades cercanas a los 30 millones de individuos por
metro cuadrado. Estos individuos no se alimentan de materia organica muerta, sino de
otros organismos, ya sea como depredadores o como parasitos. En la mayoria de los
casos se alimentan de las raices de las plantas, aunque también es posible encontrar
algunos géneros que atacan las partes aéreas (Agrios, 2004; Arauz, 1998).

Existen al menos 68 especies de nematodos fitoparasitos que afectan el cultivo de la
papa alrededor del mundo, las cuales representan 24 géneros. La importancia
economica sobre el cultivo y produccion de la papa para muchas de estas especies
aun no ha sido establecida, sin embargo, otras especies son pestes importantes
reconocidas mundialmente (Brodie, 1998).

Algunos tipos de nematodos fitoparasitos que afectan la produccion de este tubérculo
son:

¢ Nematodos formadores de quistes: dentro de este grupo se encuentra el género
Globodera spp. Son patdogenos econémicamente importantes de la papa en las
regiones templadas del mundo. La caracteristica de diagnostico de las
infecciones por este tipo de nematodos es la presencia de quistes sobre las
raices de las plantas. Muchas veces se les denomina nematodos de quiste
asociados al cultivo de la papa, o PCN, por sus siglas en inglés (Potato cyst
nematodes). Estos causan el dafio restringiendo el crecimiento radicular de las
plantas y por ende la absorcién de nutrimentos de las mismas (Agrios, 2004;
Brodie, 1998; Bates et al, 2002; Bulman y Marshall, 1997).

¢ Nematodos formadores de nodulos en la raiz: el ejemplo mas representativo lo
constituye Meloidogyne spp. Se encuentran distribuidos en todo el mundo y
son muy patogénicos para gran cantidad de cultivos. Se nutren de las raices y
poseen habito endoparasitico sedentario. Meloidogyne spp se fija en las raices
y provoca la aparicion de células gigantes que forman una agalla. Esta
estructura dificulta la absorcion de elementos del suelo. Los sintomas
ocasionados por el ataque de este nematodo son similares a los producidos por
deficiencias nutricionales e invasion de hongos del suelo (Agrios, 2004; Brodie,
1998; Crozzoli, 2002).

Los nematodos fitopatdogenos son organismos pequefios (300 - 1 000 um de longitud).
Tienen un aspecto vermiforme (forma de gusano), presentan simetria bilateral y en
corte transversal se ven redondos; sus cuerpos son lisos y carecen de patas y otros



apéndices. Las hembras de algunas especies se hinchan en la madurez y adquieren
forma de una pera o de cuerpos esferoides. Un aspecto que los caracteriza es su
transparencia (hialinos). Poseen los principales sistemas fisiologicos de los animales
superiores. En algunas especies existe un dimorfismo sexual definido, con hembras y
machos bien diferenciados. Los sistemas reproductores estan bien desarrollados: los
nematodos hembras tienen de uno a dos ovarios y un ttero que termina en una vulva,
los nematodos machos son similares a las hembra, pero hay un testiculo, una vesicula
seminal y termina en un orificio comun con el intestino. La reproduccion se realiza
por la copulacion de hembras y machos, llamada anfimixis, pero también se dan otras
formas como la partenogénesis, el hermafroditismo, la seudo fertilizacion, en la cual
se da una falsa fertilizacion del 6vulo, y los nematodos intersexos, cuando un
individuo tiene ambos 6rganos reproductivos, pero solo uno es funcional. Una de las
principales caracteristicas que permite identificar a un nematodo parasito de plantas,
es la presencia del estilete, ubicado en el extremo anterior del tracto digestivo. Es una
estructura protractil y hueca que le permite al nematodo penetrar los tejidos vegetales,
perforar las células y consecuentemente extraer los nutrimentos necesarios para su
crecimiento y desarrollo. (Agrios, 2004; Arauz, 1998; Rivera, 1999).

El ciclo de vida de los nematodos estd compuesto por cuatro etapas larvarias y se
lleva a cabo en un tiempo aproximado de 3 a 4 semanas bajo condiciones Optimas.
Los huevecillos se incuban y se desarrollan en larvas, las cuales poseen una
apariencia y estructura similar a la de los nematodos adultos. Cada etapa larvaria
consiste en un aumento de tamafo de las larvas y una muda. Al finalizar la altima
etapa larvaria los nematodos se diferencian en machos y hembras adultas (Agrios,
2004; Rivera, 1999).

En cuanto a la clasificacion de los nematodos, taxondmicamente, éstos se ubican en el
reino Animalia; Phyllum Nematoda; Clases Secernentea y Adenophorea; Ordenes
Dorilaimyda y Tylenchida, siendo el orden Tylenchida el mas numeroso en géneros
fitoparasitos. En términos de habitat, se clasifican en endoparésitos, especies que
penetran el hospedante y se alimentan de él, y ectoparasitos, que no penetran en los
tejidos de la raiz, sino que se alimentan de las células cerca de su superficie. Ambos
grupos pueden ser migratorios, vivir libremente en el suelo, alimentdndose
superficialmente de las raices y tallos subterrdneos de las plantas, o ser sedentarios,
que se fijan a las raices. Otra forma de clasificacion consiste en la preferencia de
hospederos de los nematodos: pueden ser polifagos, se alimentan de un amplio rango
de plantas; o mondfagos, que sobreviven a partir de un grupo especifico de plantas.
Muchos nematodos necesitan de un hospedero apropiado para su supervivencia, en
caso de no estar presente este hospedero, los nematodos buscan hospederos alternos
para sobrevivir, como por ejemplo malezas o residuos de cosechas, aunque en el caso
de algunas especies de nematodos todos los individuos pueden morir al término de
unos cuantos meses (Agrios, 2004; OIRSA, 1999).

Los nematodos pueden causar dos tipos de danos: directo e indirecto. El dafio directo
es provocado por el rompimiento de las células de la planta con el estilete del
nematodo, es decir, se trata de dafios mecanicos directos que producen los individuos



al alimentarse. El dafo indirecto surge como consecuencia del dafio directo,
causando una mayor susceptibilidad de la planta al ataque de otros microorganismos
patégenos como por ejemplo hongos y bacterias. Por lo general, los sintomas de
enfermedades producidas por nematodos pueden relacionarse con el deterioro de la
raiz, como el desarrollo deficiente, formacion de lesiones necroéticas, disminucion de
la resistencia al invierno y pérdida de la corteza en plantas perennes, ademds se
pueden observar otros sintomas, como: achaparramiento, marchitez, crecimiento
lento, baja productividad, desbalance nutricional y sintomas de estrés de agua
(Agrios, 2004).

Globodera spp.

Los nematodos de este género existen alrededor de todo el mundo, aunque son mas
frecuentes y abundantes en regiones con clima calido y de inviernos cortos y
moderados. Infectan a mas de 2 000 especies de plantas, incluyendo los mayores
cultivos y causando una reduccion significativa tanto en la produccién como en la
calidad de los mismos (Roman, 1978; Wishart et al, 2002; Agrios, 2004).

Los sintomas causados por los nematodos de quiste de la papa no son especificos.
Alguna sintomatologia general incluye parches de poco crecimiento en la plantacion,
con algunas plantas clordticas, marchitas o con follaje necrotico, lo cual da como
resultado una disminucion en el tamafio del tubérculo. Sin embargo, existen otras
posibles causas para estos sintomas, por lo que debe realizarse una revision visual,
levantando las plantas y buscando la presencia de quistes y especimenes jovenes
femeninos en las raices o evaluando una muestra de suelo en el laboratorio, siendo
este ultimo el mejor método para determinar la presencia de nematodos de quiste de
la papa (EPPO, 2004).

Una vez determinada la presencia de los nematodos de quiste de la papa en una
plantacion, se requiere identificar la especie presente en la misma, para darle asi el
mejor tratamiento y poner en practica una estrategia de manejo integrado de plagas
que resulte efectiva para erradicar el problema presente en el cultivo.

Globodera rostochiensis y Globodera pallida son especies que se encuentran
morfologica y fisiologicamente muy relacionadas entre si. Sin embargo, existen
variaciones en diversos rasgos discriminatorios entre estas especies, como por
ejemplo el largo del estilete, asi como su forma; también, una diferencia importante
entre estas especies, es la diferencia en la transicion del color de los especimenes
femeninos durante la formacion de los quistes (Fullaondo et al, 1999). En el boletin
#34 de la Organizacion Europea y Mediterranea para la Proteccion Vegetal (EPPO)
(2004) se indica que el color femenino en la etapa adecuada puede ser utilizado como
indicador, ya que una hembra que cambia de blanco a amarillo y luego a un quiste
café corresponde a G. rostochiensis, mientras que una que cambia de blanco
directamente a un quiste café corresponde a G. pallida.



El dafio que causan los nematodos de quiste de la papa a las plantas, descrito
anteriormente, provoca una pérdida en el rendimiento de tubérculos. En la actualidad,
se piensa que estos microorganismos son los causantes de pérdidas de mas del 12%
del promedio mundial de la produccion de papa (Bates et al, 2002; Bulman y
Marshall, 1997).

Estas plagas se incluyeron en el archivo de la Organizacion Europea y Mediterranea
para la Proteccién Vegetal como plagas cuarentenarias de importancia mundial, ya
que se han reportado pérdidas millonarias, tanto en calidad como en cantidad de
tubérculos. De manera que, si estos fitoparasitos son detectados en alguna plantacion
dedicada a la produccion de semilla de papa, la misma debe detenerse por al menos
10 afios si se encontrara aunque sea un quiste de las especies Globodera rostochiensis
y G. pallida. Para plantaciones dedicadas a la venta de papa, si en el suelo se detectan
unicamente individuos de Globodera rostochiensis, se pueden utilizar cultivares de
papa resistentes, lo cual ayudaria a reducir la densidad de la poblacion. Sin embargo,
la presencia de un solo quiste puede causar el rechazo de todo un cargamento de
papas destinadas a la exportacion. (EPPO, 2004; Fullaondo et al, 1999; Manduric y
Andersson, 2003; Powers, 2004; Vejl et al, 2002).

El control de los nematodos de quiste de la papa es muy dificil, debido a la existencia
de diferentes patotipos. Segin Fullaondo y colaboradores (1999), se han distinguido
numerosos patotipos dentro de cada especie, basandose en la capacidad de
multiplicarse en clones diferenciales de papa (Vejl et al, 2002).

A pesar de las diferencias morfologicas entre ambas especies, la identificacion y
diferenciacion entre ellas a partir de caracteristicas morfologicas y fisioldgicas de los
quistes requiere de un alto grado de habilidad y especializacion, ya que las diferencias
son muy pequenas, ademas de que es una técnica que requiere de mucho tiempo
(Bates et al, 2002; Fullaondo et al, 1999). Debido a la cercania morfologica de G.
rostochiensis y G. pallida, se han desarrollado otro tipo de técnicas para separar estas
dos especies. Recientemente, los métodos de analisis basados en la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) se han convertido en el método de escogencia para la
identificacion de especies. (Bates et al, 2002; EPPO, 2004).

Bates et al. (2002), en una comparacion de las técnicas para la deteccion y
determinacion de nematodos de quistes de la papa en muestras de campo,
demostraron que los métodos de PCR tienen una mayor sensibilidad y habilidad de
identificar poblaciones de especies mixtas. Varios investigadores han desarrollado
ensayos de PCR para separar las dos especies de nematodos (EPPO, 2004).

Globodera rostochiensis y G. pallida pueden ser diferenciadas de varias maneras.
Una de éstas consiste en el uso de enzimas de restriccion que pueden digerir
diferencialmente la region del Espaciador Transcrito Interno (ITS, por sus siglas en
inglés) del ADN ribosomal, lo cual se explicara mas adelante, produciendo patrones
de banda especificos. Otra manera de diferenciacion corresponde al uso de
imprimadores especificos que se disefian a partir de secuencias de la misma region
ITS (Internal Transcribed Spacer) mencionada anteriormente. Esta es una region



variable del ADN ribosomal que ha sido examinada ampliamente en estudios de
poblaciones (Bulman y Marshall, 1997; Fullaondo et al, 1999; Powers, 2004).

La mayoria de los estudios recientes han incorporado acercamientos de PCR-RFLP
(Restriction Fragments Length Polymorphisms) basados en la region ITS para la
identificacion de especies, o utilizan juegos de imprimadores multiples, un juego
como control positivo para la amplificaciéon y un segundo juego que incluye un
imprimador especifico de una especie.

En su articulo, Fullaondo et al. (1999) describieron dos juegos de imprimadores
especificos para las especies de Globodera: GroF y GroR (5'-
GCAAGCCCAGCGTCAGCAAC-3" y 5'-GAACATCAACCTCCTATCGG-3") para
G. rostochiensis, los cuales resultan en una banda de 315 pb; GpaF y GpaR (5'-
TGTCCATTCCTCTCCACCAG-3'y 5'-CCGCTTCCCCATTGCTTTCG-3'") para G.
pallida, los cuales resultan en una banda de 798 pb.

En un estudio se utiliz6 un imprimador universal ITS-5 (5’-GGAAGTAAAA
GTCGTAACAAGG-3’), y también imprimadores especificos: para G. pallida el
PITSp4 (5'-ACAACAGCAATCGTCGAG-3"), que resulta en una banda de 265 pb y
para G. rostochiensis el PITSr3 (5'-AGCGCAGACATGCCGCAA-3"), resultando en
una banda de 434 pb. Los imprimadores también pueden utilizarse en una mezcla,
resultando en productos de amplificacion de los mismos tamafios (Bulman y
Marshall, 1997).

Meloidogyne spp.

Los nematodos del género Meloidogyne spp. son considerados como los de mayor
importancia econdmica en el cultivo de diversos productos, debido a que crecen e
infectan muchas de las especies mas importantes a nivel mundial, entre ellos las de
los cultivos de hortalizas y tubérculos (Wishart et al, 2002; Roman, 1978).

Entre las especies de este género se pueden mencionar: M. hapla, M. incognita, M.
arenaria, M. javanica, M. fallax, M. chitwoodi, entre otras. Algunas especies de
Meloidogyne spp., como M. chitwoodi y M. fallax, son plagas cuarentenarias y varian
mucho, tanto en organismos hospederos como en el nivel de virulencia, por lo que su
rapida y acertada identificacion es de gran importancia en el manejo que se le da a
estas plagas (Wishart et al, 2002). Las plantas de papa son extremadamente
susceptibles a M. incognita, la cual es considerada como la especie de nematodo
formador de nodulos de raiz de mayor distribuciéon. Cuando las condiciones
favorecen la infeccion de la papa con esta especie, pueden llegar a existir pérdidas
hasta del 25% del rendimiento del cultivo (Brodie, 1998).

Las especies de Meloidogyne tradicionalmente son diferenciadas por caracteres
morfoldgicos y fenotipos izoenzimaticos. Sin embargo, al igual que las especies de
Globodera, la identificacion morfoldgica requiere de una gran habilidad y podria no
ser confiable debido a variaciones morfoldgicas intraespecificas significativas en
Meloidogyne spp. Por otro lado, el uso de fenotipos izoenzimaticos es una



herramienta valiosa para la identificacion de las especies mas importantes de
Meloidogyne, aunque esta técnica tiene una limitacion, debido a que los nematodos
en estado juvenil, los machos y los huevos no son diagnosticados de forma confiable
(Xu et al, 2004).

Asi, para enfocarse en problemas de manejo y cuarentena, los métodos de
identificacion deben proporcionar no solo precision, sino también rapidez, veracidad,
sensibilidad y una amplia aplicabilidad. Los métodos moleculares se aplican cada vez
mas, no solo porque satisfacen estas demandas, sino también porque su aplicacion en
los laboratorios es relativamente simple. Es decir, el diagndstico molecular se
convierte en un reemplazo o, dicho de mejor manera, en un complemento del
diagnostico tradicional. Algunos de estos métodos incluyen la amplificacion de la
region ITS con los primers ITS-4 e ITS-6 para su posterior digestion con diferentes
enzimas de restriccion, el uso de primers especificos para la diferenciacion entre
especies y la amplificacion de una region intergénica entre los genes COIl y IrRNA
del ADN mitocondrial por medio de PCR-RFLP (Xu et al, 2004).

En su articulo, Wishart et al (2002) utilizan imprimadores especificos para algunas
especies de Meloidogyne, creados a partir de la region IGS, que se explicara mas
adelante. En una parte de su estudio utilizaron el par de imprimadores Blo4 (5'-
CTGCGATCTGTTGAGACTT-3") y Blo5 (5-TCCGATCTGGCAAGTTAAGC-3"),
de la region intergénica (IGS) 28S-5S. Con estos imprimadores se obtienen los
siguientes productos de amplificacion que permiten diferenciar entre algunas especies
de Meloidogyne: para M. chitwoodi una banda de 280 pb, para M. fallax una banda de
320 pb, para M. hapla se puede obtener una sola banda de 705 pb o un patron de
bandas multiples y para M. incognita se obtiene un patron de bandas multiples.

Asimismo, Wishart y su equipo de investigadores (2002) utilizaron una reaccion
multiple de imprimadores especificos de la region IGS: JMV1 (5-
GGATGGCGTGCTTTCAAC-3"), IMV2 (5-TTTCCCCTTATGATGTTTACCC-3"),
JMVhapla (5-AAAAATCCCCTCGAAAAAT CCACC-3") y JMVtropical (5'-
GCKGGTAATTAAGCTGTCA-3"). En este caso, los productos de amplificacion que
permiten diferenciar entre algunas especies de Meloidogyne son: para M. chitwoodi
una banda de 540 pb, para M. fallax una banda de 670 pb, para M. hapla una banda
de 440 pb y para M. incognita se obtiene una banda de 670 pb.

DIAGNOSTICO TRADICIONAL

El diagnéstico de nematodos se ha basado tradicionalmente en la cuidadosa medicién
y comparacion de las estructuras morfologicas de los mismos, dado que se han
observado diferencias significativas en dichas estructuras. Sin embargo, algunas
veces la discriminacion entre especies se basa en medidas promedio de una poblacion
de individuos, lo cual puede llegar a complicarse cuando las poblaciones estan
compuestas por mezclas de especies muy estrechamente relacionadas entre si
(Powers, 2004).



El primer paso en el desarrollo de un protocolo de diagnostico involucra la seleccion
de un ejemplar o individuo representativo, lo cual es un punto critico en el
diagnostico tradicional, por lo cual resulta extrafio o irénico que en la mayoria de los
estudios este paso es el menos examinado. Ademas, este es un paso muy delicado,
que en la mayoria de los casos requiere de un alto grado no solo de conocimiento sino
también de habilidades por parte del investigador (Powers, 2004).

Por medio del diagnostico tradicional se han logrado identificar aproximadamente
25000 especies de nematodos y se estima que faltan por describir entre 10 y 40 veces
mas especies. Asi, se piensa que los métodos moleculares pueden ayudar a agilizar
este proceso (Powers, 2004).

Algunas de las desventajas de los métodos tradicionales de identificacion incluyen los
bajos niveles de sensibilidad y la necesidad de suficientes cantidades de material para
los analisis. Ademas, se requiere de personal altamente calificado, con un alto grado
de habilidad y especializacion, ya que las diferencias morfoldgicas suelen ser muy
pequefias. Asimismo, esta técnica requiere de mucho tiempo, por lo que se han
empezado a realizar estudios utilizando las técnicas moleculares, ya que brindan
varias ventajas en el diagndstico de nematodos (Bates et al, 2002; Fullaondo et al,
1999).

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Como se menciond en la seccion anterior, el uso de técnicas de diagnostico
tradicionales o morfologicas puede presentar una serie de desventajas, por lo que se
han desarrollado una gran cantidad de métodos alternos a éstos, para facilitar el
diagnéstico de nematodos.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en una técnica que permite
multiplicar exponencialmente pequefios fragmentos de ADN, es un procedimiento
experimental que reproduce en un tubo de ensayo un proceso esencial en la vida de la
célula: la replicacion del material genético. Es indispensable la presencia de una ADN
polimerasa termoestable (Taq polimerasa o Pful), imprimadores que flanquean la
region de ADN patron que se desea amplificar, ANTPs (A, C, G, T) para la sintesis de
las cadenas complementarias, cofactores como el Mg®"y un amortiguador de reaccion
que optimizan la actividad de la ADN polimerasa (Madriz, 2005).

Un imprimador esta formado por una pequefia secuencia de oligonucleétidos (de 6 a
50 nt de longitud), es decir, consiste en una molécula de acidos nucleicos de banda
sencilla, 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 “madre”, lo cual permite que la ADN
polimerasa encuentre un lugar de doble banda en donde iniciar la extension o
elongacion de la molécula de ADN (Lyons, Sf.). Los imprimadores pueden ser
especificos a una secuencia de ADN o pueden ser universales. Los imprimadores



universales son complementarios a secuencias de nucledtidos que son muy comunes
en un grupo particular de moléculas de ADN. De este modo, son capaces de unirse
con una gran variedad de muestras de ADN, de diferentes especies (Veilleux, 2004).

La técnica como tal consiste en varios pasos. En el primer ciclo, primero, la doble
banda de ADN ocupa ser desnaturalizada a una temperatura de 94°C por un periodo
aproximado de un minuto; segundo, se necesita inducir a la union de los
imprimadores a cada una de las bandas simples de ADN. En este punto la temperatura
puede variar significativamente ya que va a depender de la temperatura de recocido
(annealing temperature) de los imprimadores que se estén usando; y tercero, se utiliza
una temperatura de extension (72°C) en la cual la ADN polimerasa va a producir
bandas complementarias a partir de los imprimadores hasta que la polimerizacioén sea
interrumpida (cuando empieza el segundo ciclo con 94°C). En el segundo ciclo,
cuando se esté en el paso de desnaturalizacion, se van a generar cuatro bandas
simples de ADN. En cada una de estas bandas se van a unir los imprimadores
(temperatura de recocido) y al incrementar la temperatura a 72°C (temperatura de
extension) la ADN polimerasa nuevamente empezard a polimerizar nucledtidos. Dos
de las cuatro extensiones (las de banda simple original) seran idénticas a las obtenidas
en el primer ciclo por lo que finalizardn la polimerizacién cuando nuevamente se
inicie otro ciclo. Las otras dos (bandas nuevas que derivan de la banda simple original
de ADN) finalizaran la polimerizacion justo donde el otro imprimador esta unido. Los
ciclos siguientes generaran dos bandas nuevas largas y dos bandas nuevas cortas
(Dale & von Schantz, 2002; Klug & Cummings, 1999).

La PCR ha ampliado enormemente el poder de la investigacion del ADN
recombinante y ha encontrado aplicaciones en un amplio rango de disciplinas,
incluyendo la biologia molecular, la genética y la evolucion. Una de las grandes
ventajas de esta técnica radica en que, a diferencia de otras técnicas de ADN
recombinante, en las que se requiere la disponibilidad de grandes cantidades de un
segmento especifico de ADN, la PCR permite la amplificacion directa de segmentos
de ADN especificos sin clonacion, y pueden utilizarse fragmentos de ADN que estan
presentes en cantidades infimamente pequefias. Ademas, la PCR tiene la ventaja de
ser mas rapida y menos laboriosa que las técnicas de clonacion convencionales, y ha
reemplazado la utilizacion de sondas clonadas en campos como el diagndstico
prenatal (Klug & Cummings., 1999).

Existen una gran variedad de técnicas moleculares que han sido utilizadas
satisfactoriamente en la identificacion de nematodos, entre las cuales se pueden citar:

e PCR Simple: PCR en la que se utiliza un unico par de imprimadores,
especificos o universales, para amplificar una secuencia de ADN.

e PCR-Multiplex: es una variante de la PCR que permite la amplificacion
simultdnea de mas de una secuencia de interés (blanco) en una reaccién, por
medio de la utilizacion de més de un par de imprimadores. La ventaja es que
reduce el tiempo de diagnoéstico, ya que se pueden identificar mas de una
especie en el mismo ensayo (Bulman y Marshall, 1997).
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e PCR-RFLP: este método se utiliza en muchos estudios de diagndstico de
especies de nematodos y se detallard mas adelante.

Visualizacion de ADN: La Electroforesis

Todos los seres vivos, estan conformados por una gran variedad de moléculas, dentro
de ellas se encuentran los 4cidos nucleicos, especificamente el 4acido
desoxirribonucleico (ADN) y el acido ribonucleico (ARN), que son los que se
encargan de guardar la informacion genética. Estas moléculas tienen una estructura
muy simple, conformada por un azucar, un grupo fosfato y una base nitrogenada. Las

bases se unen por puentes de hidrégeno para formar una doble cadena helicoidal
(Smith & Wood, 1998).

La electroforesis en gel es una técnica crucial tanto para el andlisis como para la
purificacion de los acidos nucleicos. Cuando una molécula cargada se coloca en un
campo eléctrico, migraré hacia el electrodo con la carga opuesta; los acidos nucleicos
son moléculas cargadas negativamente, debido a la presencia de grupos fosfato en su
estructura, por lo que migraran hacia el polo positivo (dnodo). Este campo eléctrico se
aplica a geles o matrices, que consisten en una red compleja de poros, sobre los
cuales las moléculas de acidos nucleicos migraran (Dale & von Schantz, 2002).

La electroforesis requiere dos elementos indispensables: la fase movil y la fase
estacionaria. La fase movil es el medio amortiguador que permite la movilidad de las
moléculas cargadas hacia los electrodos correspondientes cuando se genera un campo
eléctrico. La fase estacionaria o soporte, es un polimero de naturaleza gelatinosa con
un tamafo de poro homogéneo que se haya sumergido y embebido en la fase movil
(Bbmbi, 2004).

El polimero utilizado para el analisis electroforético de acidos nucleicos de gran
tamafio (100pb-10kb) es la agarosa al igual que la poliacrilamida. En la agarosa el
rango de concentracion oscila entre el 0,5 %, que puede separar moléculas del orden
de 1 a 30 Kb, y el 2% que puede separar acidos nucleicos de 0,1 a 2 Kb. Sin embargo,
algunos tipos de agarosa de alto grado de resolucion pueden separar moléculas de
ADN que se diferencian hasta en 10 bases (Madriz, 2005).

Transcurrida la electroforesis, la localizacion relativa de los fragmentos se determina
mediante distintos métodos de deteccion. La tincidon con bromuro de etidio, una sonda
fluorescente tras iluminacion con luz ultravioleta, es un método generalizado de
deteccion de fragmentos de ADN, ya que la sonda se intercala entre la doble hélice de
ADN y emite luz (Bbmbi, 2004).

Anélisis RFLP

La técnica Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP, por sus
siglas en inglés) da como resultado variaciones detectables en la longitud de los
fragmentos generados al cortar el ADN con una enzima de restriccién, también
llamadas endonucleasas de restriccion, las cuales reconocen una secuencia especifica
de nucledtidos de una molécula de ADN de doble banda y lo cortan en esa secuencia.
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Los RFLP representan la variacion de origen natural causada por cambios en un solo
par de nucleotidos, o por deleciones o inserciones de uno 6 mas pares de nucleotidos.
Los RFLP se distribuyen aleatoriamente. Se encuentran tanto en regiones intergénicas
como dentro de genes; pueden estar en las regiones reguladoras adyacentes a
unidades transcripcionales adyacentes a genes, y dentro de intrones y de exones (Klug
& Cummings., 1999).

Este tipo de analisis (RFLP), combinado con la PCR, ha demostrado ser 1util en la
caracterizacion de especies y poblaciones de nematodos, utilizando muestras de genes
ribosomales de multiples copias. Ademas del desarrollo de métodos de identificacion,
esta técnica permite también la realizacion de estudios filogenéticos a diferentes
niveles taxondmicos. Sin embargo, para este tipo de estudios entre parasitos se deben
emplear marcadores moleculares o regiones génicas mas conservadas de las que se
utilizan generalmente para organismos independientes, como el ADNr nuclear
(Hwang y Kim, 1999; Wang et al., 2003).

Desde la tultima década, diferentes técnicas de PCR y analisis de secuencias nucleares
se han utilizado para la identificacion de muchos organismos, asi como para
solucionar problemas taxonomicos y en estudios de filogenia. El analisis de PCR-
RFLP de las regiones ITS del ADNr ha sido utilizado en una gran cantidad de
estudios para el diagnostico de una gran variedad de géneros de nematodos,
incluyendo los géneros estudiados en este trabajo (Reid y Pickup, 2005; Subbotin et
al., 2005)).

Region espaciadora ITS

El estudio de regiones especificas del genoma resulta ser muy util para la realizacién
de andlisis moleculares. Una de estas regiones es la de la familia multigénica del
ADN ribosomal (ADNr), la cual esta conformada por muchas copias de genes que
codifican para tres componentes ribosomales: 28S, 5.8S y 18S. En la mayoria de los
eucariotas, la organizacion 5' a 3' de esta familia de genes consiste en un espaciador
transcrito externo (ETS), el gen 18S (SSU), un espaciador transcrito interno (ITSI),
el gen 5.8S, un ITS2, el gen 28S (LSU) y el espaciador intergénico (IGS), la cual se
puede observar en la Figura 1A. La region IGS es seguida por otra copia de la familia
génica (Devran et al., 2002; UNL, sf).

El gen 18S consiste en la subunidad ribosomal pequefia (SSU), mientras que el gen
28S consiste en la subunidad ribosomal grande (LSU). La SSU nuclear del ADNr es
una de las regiones de ADN mads conservadas, por lo cual han resultado utiles en la
reconstruccion de ramas filogenéticas, incluyendo reinos, filos, clases y ordenes. El
grado de conservacion nucleotidica del gen 5.8S, el mas pequeno de la familia de
ADNT, es similar al de la SSU, pero su tamafio es muy pequefio como para contener
informacion filogenética de peso. Por esta razon no es recomendable utilizar este gen
para analisis moleculares. La LSU nuclear del ADNr es mucho més larga y muestra
mas variacion, comparandola con el gen 18S, sin embargo, ha demostrado ser util en
el estudio de relaciones filogenéticas en niveles bajos de categoria, como 6rdenes o
familias (Ver anexo 3) (Powers, 2004; Hwang y Kim, 1999).
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Figura 1. Familia multigénica del ADN ribosomal (ADNr). A) Diagrama esquematico de la familia
multigénica del ADN ribosomal (ADNr) (Modificado de: Jobes y Thien, 1997). B) Diagrama
esquematico del ADNr, mostrando el gen 5S dentro de la region IGS (Wishart et al, 2002).

Las regiones espaciadoras del ADNr nuclear evolucionan mucho mas rapido que las
regiones codificantes, ya que las sustituciones en las regiones espaciadores no
muestran efectos letales para los organismos. Por otro lado, las variaciones en las
regiones codificantes del ARNr son mucho mas conservadas, ya que una mutacion en
alguna de estas regiones podria evitar la construccion efectiva de los ribosomas, lo
cual afectaria de forma negativa la maquinaria de la sintesis proteica (Subbotin et al.,
2005; Hwang y Kim, 1999).

Este arreglo de genes muy conservados y regiones espaciadoras menos conservadas
es lo que ha hecho de estos genes un objetivo muy popular, ya que permite el disefio
de imprimadores universales en secciones de secuencias conservadas, y estos
imprimadores pueden utilizarse para amplificar fragmentos homologos, tanto de
especies distantes como de especies estrechamente relacionadas. La utilizacion de la
técnica PCR-RFLP de la region ITS, ha permitido distinguir diferentes especies de
nematodos. (Wang et al., 2003).

Las copias adyacentes de la unidad repetitiva ADNr se encuentran separadas por la
region IGS, la cual generalmente es mas variable que la ITS y contiene a menudo
elementos subrepetitivos, los cuales se piensa que funcionan como aumentadores de
la transcripcion (Wishart et al, 2002).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar especies de nematodos de los géneros Globodera spp. y Meloidogyne spp.
presentes en distintas muestras, provenientes de dos fincas de papa de la region de
Cartago, en el caso de Globodera spp., y de fincas ubicadas en diferentes regiones de
Costa Rica, en el caso de Meloidogyne spp., por medio de dos técnicas moleculares:
PCR con imprimadores especificos y analisis PCR-RFLP.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar las poblaciones de Meloidogyne spp. y Globodera spp. utilizando la
técnica de PCR con imprimadores especificos y universales (PCR Simple).

e Identificar las poblaciones de Meloidogyne spp. y Globodera spp. utilizando la
técnica de PCR con una mezcla de imprimadores (Reaccion Multiple).

e Identificar las poblaciones de Meloidogyne spp. y Globodera spp. utilizando la
técnica de PCR-RFLP.

e Determinar, por medio del diagnéstico molecular, cuales son las especies de cada
género de nematodos predominantes en diferentes fincas muestreadas en Costa
Rica.

14



MATERIALES Y METODOS

Los protocolos de extraccion y amplificacion de ADN y el procedimiento de RFLPs
fueron proporcionados por el Dr. Luis Gémez, del Laboratorio de Biotecnologia de
Plantas (LBP) ubicado en el Centro de Investigaciones Agronomicas (CIA) de la
Universidad de Costa Rica (UCR).

NEMATODOS

Las muestras de nematodos fueron colectados de fincas en Costa Rica infectadas
tanto con Globodera spp. como con Meloidogyne spp. Estas muestras se obtuvieron
gracias a la colaboracion del Laboratorio de Nematologia de la Universidad de Costa
Rica, quienes se encargaron de la colecta y extraccion de los nematodos. De esta
manera, lo que entregaron al LBP fueron los nematodos vivos. En el caso de
Meloidogyne spp. el material recibido constd de masas de huevos y/o hembras
juveniles en tubos eppendorf de 1,5 ml. Para el género Globodera spp., el material
recibido constdé de quistes que se encontraron en las muestras recolectadas en el
campo.

Los controles utilizados fueron para los nematodos Globodera pallida, G.
rostochiensis, Meloidogyne hapla y M. incognita; para Globodera spp. se utilizaron
controles de ADN ya extraidos para ambas especies y también una mezcla de ambas,
suministradas por el Dr, E. Ritter del Instituto Vazco de Investigacion y Desarrollo
Agrario, Espana. En el caso de Meloidogyne spp., se utilizaron controles de M. hapla
y M. incognita, presentes en el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas (LBP) del
CIA de la Universidad de Costa Rica.

En los cuadros 1 y 2 se puede observar la informacion basica de las muestras
utilizadas, asi como la procedencia y estadio de desarrollo en que fueron procesados
los nematodos. Asimismo, se proporciona la informaciéon concerniente de los
controles positivos utilizados en este estudio.
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Cuadro 1. Identificacion y descripcion de las muestras analizadas y de los controles
utilizados para el género Globodera spp.

- . . . Fecha de Po_s?ble_,
Cddigo Procedencia Tipo de material Identificacion
colecta Morfologica
QLCl11 A A A G. pallida
QLC50a G. pallida
QLC50b G. pallida
QLCla G. pallida
QLCl1b G. pallida
QLC2a G. pallida
QLC2b i i G. pallida
QLCda_ neaLicbres, | G. pallida
W artago Quistes (hembras) Setiembre, G. pallida
QLC8a 2005 G. pallida
QLC8b G. pallida
QLCl6a G. pallida
QLC16b G. pallida
QLCl16¢ G. pallida
QLC32 \ 4 G. pallida
QLC100 G. pallida
Finca La \4 A 4 .
QPC100 Pastora, Cartago G. pallida
Pa e G. pallida
Pa+ Ro Espana Controles positivos =~ —-——---- I de. ambas
CSPECICS
Ro e G. rostochiensis
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Cuadro 2. Identificacion y descripcion de las muestras analizadas y de los controles
utilizados para el género Meloidogyne spp.

Cédico  Procedencia Tipo de Fechade Posible Identificacion
g material colecta Morfoldgica
Q ar Juan Vinas Hembras 19-Ago-05 M. arabicida
HCH ? Hembras ? M. chitwoodi
HMP Pacayas Hembras ? M. hapla
mHS ? Masa de Huevos ? M. chitwoodi
mH ? Masa de Huevos ? M. chitwoodi
X ? Masa de Huevos ? M. chitwoodi
Eha ? Masa de Huevos ? M. hapla
#1a Gucaillr;?::’s te Hembras 29-Set-05 M. salasi
#1b Gucaillr;?::’s N Hembras 29-Set-05 M. salasi
#4a  Paraiso, Cartago He?gﬁ‘igvxasa 19-Ago-05 M. incognita
#4b  Paraiso, Cartago Herélebﬁligvlg/iasa 19-Ago-05 M. incognita
Llano Grande, = Hembras y Masa
#6 a Cartago de Huevos 19-Ago-05 M. hapla
Llano Grande, = Hembras y Masa
#6b Cartago de Huevos 19-Ago-05 M. hapla
Llano Grande, = Hembras y Masa
#6c Cartago de Huevos 19-Ago-05 M. hapla
6+K Ecuador Control positivo  12-Jul-04 M. hapla
4+K Gfalg;)(}:,:s’te Control positivo  08-Jul-04 M. incognita
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EXTRACCION DE ADN DE NEMATODOS

El ADN genomico se extrajo utilizando el procedimiento de extraccion del
amortiguador de lisis nuclear (CTAB). Inicialmente se realizé una maceracion de los
especimenes en un tubo eppendorf de 1,5 ml, con un pistilo para macerar; en el caso
del género de Globodera spp., se conto el nimero de quistes a utilizar, el cual varid
entre 1 y 100 quistes por extraccion de ADN. En el caso del género Meloidogyne
spp., las extracciones de ADN se realizaron con aproximadamente 30 pl de material.

Después de la maceracion inicial se adicionaron 150 pl del amortiguador de lisis de
gusanos o “Worm Lysis Buffer” (WLB) y 2 ul de Proteinasa K (600ug/ml). Se
continué macerando muy bien el material, hasta lograr que no se vieran particulas del
mismo, por lo menos dentro de lo posible. Se adicionaron 150 pl de CTAB para
posteriormente colocar las muestras a 65°C por un lapso aproximado de una hora.

Pasada la hora se realizaron dos extracciones con fenol — cloroformo — alcohol
isoamilo (25:24:1). En la primera extraccion se adicionaron 300 pl de esta mezcla, se
centrifugd durante 15 minutos a 12 000 rpm y se transfirié la fase acuosa a un tubo
eppendorf nuevo, de forma cuantitativa. En la segunda extraccion se hizo lo mismo,
pero de la mezcla se adiciond un volumen igual al rescatado de la fase acuosa.

Posteriormente se adicionaron 20 pl de Acetato de Sodio [(3M) pH: 8] y 300 ul de
isopropanol. Esto se dejo precipitar a —20°C toda la noche. Se centrifugo a 13 000
rpm por 15 minutos, se elimind el acetato de sodio e isopropanol y el precipitado
obtenido se lavd dos veces con etanol al 70%, centrifugando a 13 000 rpm por 5
minutos entre lavados. Se dejo secar y se resuspendid en 40 ul de agua destilada
estéril.

PCR CON IMPRIMADORES ESPECIFICOS

Globodera spp.

Se utilizo los imprimadores PITSr3 (5'-AGCGCAGACATGCCGCAA-3") y PITSp4
(5'-ACAACAGCAATCGTCGAG-3") descritos por Bulman y Marshall (1997), en
combinacion con el imprimador universal ITSS, para diferenciar entre las dos
especies de Globodera spp., en una reaccion multiple.

El perfil térmico aplicado consto de: a) 94°C, 3 min., b) 94°C, 45 s; 60°C, 60 s; 72°C,
45 s (35 ciclos) y ¢) 72°C, 5 min.

Ademas, se utilizo dos pares de imprimadores especificos, uno para cada especie a
analizar: GpaF (5'-TGTCCATTCCTCTCCACCAG-3") — GpaR (5'-CCGCTTCCCCA
TTGCTTTCG-3') para G. pallida y GroF (5'-GCAAGCCCAGCGTCAGCAAC-3") —
GroR (5'-GAACATCAACCTCCTATCGG-3') para G. rostochiensis, descritos por
Fullaondo et al. (1999).

El perfil térmico aplicado en este caso constd de: a) 94°C, 4 min., b) 94°C, 60 s;
60°C, 60 s; 72°C, 120 s (40 ciclos) y ¢) 72°C, 10 min.
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Meloidogyne spp.

Se utilizé los imprimadores Blo4 (5'-CTGCGATCTGTTGAGACTT-3") y Blo5 (5'-
TCCGATCTGGCAAGTTAAGC-3") descritos por Wishart, et al. (2002). Estos
imprimadores se disefiaron a partir de la region IGS del ADNr y permiten diferenciar
entre varias especies de Meloidogyne spp.

El perfil térmico aplicado consté de: a) 94°C, 5 min., b) 94°C, 30 s; 50°C, 30 s; 72°C,
90 s (35 ciclos) y ¢) 72°C, 10 min.

Se utilizé también los siguientes imprimadores especificos, descritos igualmente por
Wishart, et al. (2002): JMV1 (5-GGATGGCGTGCTTTCAAC-3"), JMV2 (5'-
TTTCCCCTTATGATGTTTACCC-3"), JMVhapla (5-AAAAATCCCCTCGAAA
AATCCACC-3") y JMVtropical (5-GCKGGTAATTAAGCTGTCA-3"). Estos
imprimadores se disefiaron, al igual que los anteriores, a partir de la region IGS y
también permiten diferenciar entre varias especies de Meloidogyne spp., solo que de
forma mas especifica.

El perfil térmico aplicado en este caso constd de: a) 94°C, 5 min., b) 94°C, 30 s;
55°C, 30 s; 72°C, 90 s (35 ciclos) y ¢) 72°C, 10 min.

Todas las reacciones de PCR constaban de agua destilada estéril, amortiguador de
PCR (10X) con KCI, dNTPs (2mM), cada uno de los imprimadores (5 uM), MgCl,
(25mM), BSA (10 mg/ml) y Taq polimerasa (5u/pul), para un volumen total de
reaccion de 25 pl. El volumen de ADN de las muestras vari6 entre 5y 2 pl.

PCR-RFLP

Se realiz6 una amplificacion de la region ITS de las muestras y los controles
utilizando los imprimadores universales ITS-4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3’) e ITS-6 (5-GCTTATTGATATGCTTAAA-3’) (White et al, 1990). Las
reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen total de 25 pl, los
cuales se componen de: agua destilada, amortiguador de PCR (10X), el par de
imprimadores (5 uM cada uno), ADN del nematodo (2 pul), MgCl, (25 mM), dNTPs
(2mM), Albumina Bovina (BSA) (10 mg/ml) y Taq polimerasa (5u/ pl).

El perfil térmico aplicado para este PCR consto de: a) 94°C, 3 min., b) 94°C, 45 s;
57°C, 60 s; 72°C, 45 s (25 ciclos) y ¢) 72°C, 5 min.

Del producto de esta amplificacion, se tomd entre 10 y 15 ul para realizar la digestion
con las enzimas Alul y Mspl, en el caso de Globodera spp., y las enzimas Rsal, Alul y
Dral en el caso de Meloidogyne spp. Estas digestiones se realizaron en un volumen
total de 12 pl, los cuales se componen de: producto de amplificacion, amortiguador
de la enzima, enzima respectiva y BSA. Las digestiones se realizaron a 37°C durante
aproximadamente 4 horas, aunque en ocasiones se dejo de un dia para otro.
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ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION Y DE
DIGESTION

Los productos de PCR se separaron por medio de electroforesis en geles de agarosa,
al 1,6% para imprimadores especificos e ITS y al 2% para los productos de digestion
(RFLP).

Para la preparacion del gel, se peso la agarosa, dependiendo del volumen total del gel

y de la concentracion deseada. Por ejemplo, para un gel de 50 ml al 1% se pes6 0,5 g
de agarosa. Esta agarosa se coloco en un erlenmeyer, al cual se le adiciond el
volumen deseado del amortiguador de electroforesis (TBE) 0,5X. Esto se calentd en
microondas hasta que se viera transparente. Una vez listo, se dejo enfriar hasta que se
pudiera levantar el erlenmeyer con la mano sin quemarse y se le adicion6 0,68 ul de
bromuro de etidio. Se dejo enfriar un poco mas, sin que solidificara, se dispensé en
una camara de electroforesis, sin hacer burbujas, y se coloc6 el peine. Se dejé que
solidificara por aproximadamente 40 minutos.

Una vez que el gel solidificd, se removid cuidadosamente el peine, llenando la
camara con TBE hasta cubrir un poco el gel. Al quitar el peine los pozos se llenaron
con el amortiguador y se termind de llenar la camara con el TBE hasta que el gel
quedara cubierto aproximadamente con 1 cm del mismo.

Mientras el gel estaba listo se procedidé a preparar las muestras que se deseaban
correr. Se colocd un volumen determinado de muestra (8 pl para ADN y 10 pl para
amplificaciones y digestiones) en tubos de PCR o en parafilm. A esto se le
adicionaron 2 pl de azul de carga, tinte o colorante. Una vez que el gel estuvo listo se
procedid a cargar las muestras en el mismo.

Las electroforesis se dejaron correr a 90 V (para ADN y amplificaciones) 6 70 V
(para digestiones) por aproximadamente 1 hora, dependiendo del tamafio y
concentracion del gel.
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RESULTADOS

EXTRACCION DE ADN

Algunas de las extracciones de ADN no fueron exitosas, lo cual se notd al no
observarse bandas de ADN en las electroforesis de agarosa al 1% (Fotografias no
incluidas). Tal fue el caso de las muestras de Globodera spp. denominadas QLCI,
QLC2, QLC4, QLC8, QLC16, QLC32 y sus respectivas réplicas. En las demas
muestras de los cuadros 1 y 2 si se obtuvo una exitosa extraccion de ADN.

PCR CON IMPRIMADORES ESPECIFICOS

Globodera spp.

En el caso de la reaccion multiple, donde se utilizo los imprimadores PITSr3, PITSp4
e ITSS, se observo la amplificacion de todas las muestras, excepto de aquellas en las
cuales la extraccion de ADN no fue exitosa. En la figura 2 se puede observar el
patrén de bandas obtenido para las muestras analizadas que si amplificaron, asi como
el patron de bandas correspondiente a los controles utilizados.

300 ph

250 ph

Figura 2. Identificacion molecular de nematodos de quiste de papa de Costa Rica. Reaccion multiple
utilizando los imprimadores especificos PITSr3 y PITSp4 y el imprimador universal ITSS. Carriles 1 y
11: Marcador 50 pb (FERMENTAS). Carril 2: QLC11. Carril 3: QLC50a. Carril 4: QLC50b. Carril 5:
QLC100. Carril 6: QPC100. Carril 7: Pa. Carril 8: Pat+Ro. Carril 9: Ro. Carril 10: Control negativo.
Fuente: Laboratorio de Biotecnologia de Plantas, CIA y Laboratorio de Diagnéstico Molecular,
Fitopatologia, Agronomia. UCR. 2005.
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Se obtuvo un patron caracteristico para cada una de las especies de Globodera. Para
G. pallida (carril 7) se observo una sola banda de un tamafo aproximado a 270 pb. La
especie G. rostochiensis presentd una sola banda de aproximadamente 440 pb (carril
9). Para la mezcla de especies (carril 8) se observé un patréon de bandas multiples, que
incluy6 las bandas correspondientes a cada una de las especies y otras bandas
menores. Las muestras locales analizadas presentaron una sola banda similar a la del
control positivo de G. pallida.

La utilizacion de los pares de imprimadores especificos en forma independiente
también permitio la identificacion de ambas especies de Globodera spp. En la figura
3 se observa la amplificacion con los pares de imprimadores especificos, GpaF/GpaR
para G. pallida (Figura 3A) y GroF/GroR para G. rostochiensis (Figura 3B). En el
primer caso (A) se obtuvo, tanto para los controles denominados Pa y Pa + Ro como
para las muestras locales, una banda fuerte de aproximadamente 795 pb. En el
segundo caso (B) se observo una Unica banda para los controles Pa + Ro y Ro, con un
tamafio aproximado de 350 pb. Ninguna de las muestras locales fue amplificada con
el uso de los imprimadores GroF/GroR.
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Figura 3. Identificacion molecular de nematodos de quiste de papa de Costa Rica con imprimadores
especificos. A) Reacciéon con par de imprimadores GpaF y GpaR y B) Reaccion con par de
imprimadores GroF y GroR. Tanto para A como para B: Carriles 1 y 11= Marcador 1 kb
(FERMENTAS). Carril 2= QLC11. Carril 3= QLCS50a. Carril 4= QLC50b. Carril 5= QLC100. Carril
6= QPC100. Carril 7= Pa. Carril 8= Pa+Ro. Carril 9= Ro. Carril 10= Control negativo.

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia de Plantas, CIA y Laboratorio de Diagndstico Molecular,
Fitopatologia, Agronomia. UCR. 2005.
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Meloidogyne spp.

En la figura 4 se observa los productos de amplificacion para las muestras del género
Meloidogyne spp. con los imprimadores Blo4 y Blo5.

Figura 4. Identificacion molecular de Meloidogyne sp. de Costa Rica con los imprimadores
especificos Blo4 y BloS. Carriles 1 y 19= Marcador 100 pb (FERMENTAS). Carril 2= Q ar. Carril
3=HCH. Carril 4=HMP. Carril 5=mHS. Carril 6= mH. Carril 7= X. Carril 8= Eha. Carril 9= #1 a.
Carril 10=#1 b. Carril 11= #4 a. Carril 12= #4 b. Carril 13= #6 a. Carril 14= #6 b. Carril 15= #6 c.
Carril 16= 6+K. Carril 17=4+K Carril 18= Control negativo.

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia de Plantas, CIA y Laboratorio de Diagnostico Molecular,
Fitopatologia, Agronomia. UCR. 2005.

Los productos de amplificacion consistieron en patrones de bandas simples o de
bandas multiples segin la muestra (especie) analizada. Algunas de las bandas fueron
tenues. Considerando Unicamente las bandas fuertes, las especies M. arabicida (carril
2) y M. hapla (carril 16) presentaron una sola banda aunque de tamafio diferente: 500
pb y 690 pb, respectivamente. Las especies M. incognita (carril 17) y M. salasi (carril
9) presentaron patrones de bandas multiples, diferentes entre si. Para M. incognita el
tamafio aproximado de las bandas fue de: 530 y 480 pb. Para M. salasi fue de 750 pb,
660 pb, 580 pb y 480 pb.

Las muestras HMP, # 4a y # 4b (carriles 4, 11 y 12, respectivamente) presentaron un
patron de bandas multiple similar a M. incognita, mientras que el patrén de bandas de
las muestras #6a, #6b y #6¢ (carril 13, 14 y 15, respectivamente) fue idéntico al de M.
hapla . La muestra #1b (carril 10) correspondi6 a M. salasi.

La muestra HCH (carril 3) mostr6 una sola banda de 500 pb y su patron fue similar al
de M. arabicida. Las muestras mHS y mH (carriles 5 y 6) mostraron el mismo patron
de bandas multiples con tamafios aproximados de 830 pb, 500 pb, 390 pb y 340 pb.
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La muestra X (carril 7) también presentd un patron de cuatro bandas con los pesos
moleculares de: 990 pb, 850 pb, 380 pb y 340 pb. Ninguno de estos patrones
correspondid con el patron de ninguna de las especies utilizadas como control. No se
obtuvo ningtn producto de amplificacion claramente visible de la muestra Eha (carril
8).

La figura 5 muestra los productos de amplificacion obtenidos a partir de las muestras
de Meloidogyne spp. con los imprimadores especificos IMV1, IMV2, JMVhapla y
JMVtropical (reaccion multiple).

g 4_500pb

Figura 5. Identificacion molecular de Meloidogyne sp. de Costa Rica. Reaccion multiple con los
imprimadores especificos IMV1, IMV2, IMVhapla y JMVtropical. Carriles 1 y 19= Marcador 100 pb
(FERMENTAS). Carril 2= @ ar. Carril 3=HCH. Carril 4=HMP. Carril 5=mHS. Carril 6= mH. Carril
7= X. Carril 8= Eha. Carril 9= #1 a. Carril 10=#1 b. Carril 11=#4 a. Carril 12=#4 b. Carril 13=#6 a.
Carril 14=#6 b. Carril 15=#6 c. Carril 16= 6+K. Carril 17=4+K Carril 18= Control negativo.

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia de Plantas, CIA y Laboratorio de Diagnéstico Molecular,
Fitopatologia, Agronomia. UCR. 2005.

En esta reaccion multiple (figura 5) se obtuvo un patrén de una sola banda para las
muestras estudiadas, con excepcion de las muestras mHS y X (carriles 5 y 7), las
cuales presentaron un patron de dos y tres bandas, respectivamente. No se obtuvo
producto de amplificacion para las muestras mH, #1a y # 1b (carriles 6, 9 y 10). Las
muestras #la y #1b corresponden a M. salasi. El tamafio de las bandas difirio entre
las especies y permitio su identificacion: M. arabicida 700 pb (carril 2); M. hapla 440
pb (carril 16) y M. incognita 670 pb (carril 17). Las muestras HMP, #4a y # 4b
(carriles 4, 11 y 12) presentaron una sola banda de 670 pb correspondiente a M.
incognita, en tanto que las muestras Eha, #6a, #6b y #6¢ (carriles 8, 13, 14 y 15)
mostraron un patron idéntico a M. hapla, una sola banda de 440 pb. El tamafio de las
bandas obtenidas con la muestra mHS fue de 440 pb y 335 pb. Para la muestra X se
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obtuvo un tamafo de bandas de 670 pb, 440 pb y 335 pb. Ambas muestras, mHS y X
comparten la banda de 440 pb caracteristica de M. hapla., mientras que la muestra X
también presenta la banda de 670 pb asociada con M. incognita. La muestra HCH
(carril 3) present6 una banda de un tamafio aproximado de 690 pb y no correspondid
a ninguna de las especies control.

PCR-RFLP

Globodera spp.

En la figura 6 se observa la amplificacion de la region ITS de las muestras del género
Globodera spp. con los imprimadores ITS4 e ITS6.

1031 pb

Figura 6. Amplificacion de la region ITS del género Globodera con los imprimadores ITS4 ¢ ITS6.
Carriles 1 y 11= Marcador 100 pb (FERMENTAS). Carril 2= QLC11. Carril 3= QLCS50a. Carril 4=
QLC50b. Carril 5= QLC100. Carril 6= QPC100. Carril 7= Pa. Carril 8= Pa+Ro. Carril 9= Ro. Carril
10= Control negativo.

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia de Plantas, CIA y Laboratorio de Diagnéstico Molecular,
Fitopatologia, Agronomia. UCR. 2005.

Se puede observar como todas las muestras (especies) analizadas amplificaron
exitosamente y como el producto de amplificacion fue del mismo peso molecular
para todos: 1130 pb aproximadamente.
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Las figuras 7 y 8 muestran los resultados de las digestiones enzimaticas de los
productos de amplificacion de la region ITS con las enzimas Alul y Mspl,
respectivamente.

B2 O A T D e 1 Do pal AR 2

Figura 7. Digestion enzimatica del producto de amplificacion de la region ITS del género Globodera
con la enzima Alul. Carriles 1 y 12= Marcador 50 pb (FERMENTAS). Carril 2= QLC11. Carril 3=
QLC50a. Carril 4= QLC50b. Carril 5= QLC100. Carril 6= QPC100. Carril 7= Pa. Carril 8= Pa+Ro.
Carril 9= Ro. Carril 10= Control negativo. Carril 11= Producto de amplificacion sin digerir (1130 pb)

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia de Plantas, CIA y Laboratorio de Diagnéstico Molecular,
Fitopatologia, Agronomia. UCR. 2005.

En la figura 7 se ve como las muestras locales mostraron el mismo patréon de dos
bandas de la especie G. pallida (carril 7), una de 540 pb y otra de 390 pb. Ademas,
aunque en la figura no se aprecia claramente, hay dos bandas mas en cada uno de los
carriles, de pesos aproximados a los 145 pb y 50 pb cada una. Para la especie G.
rostochiensis (carril 9) se observa una tnica banda de 390 pb, y al igual que los
carriles anteriores, hay dos bandas que no se logran ver en la fotografia, de 130 pb y
45 pb aproximadamente. Para el control Pa + Ro (carril 8) se observo un patrén de
bandas multiples, que incluyd las bandas correspondientes a cada una de las especies.
Por ultimo, en el carril 11 se corri6 el producto de amplificacion sin digerir como
control, donde se puede ver la banda de 1130 pb. Estos resultados confirman la
presencia de G. pallida en las muestras costarricenses.

El patrén de digestion con la enzima Mspl (Figura 8) consistié de dos bandas, una de
630 pb y otra de 425 pb, para G. pallida (carril 7), de una sola banda para G.
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rostochiensis (carril 9), 1130 pb (producto no digerido) y de tres bandas para la
mezcla G. pallida y G. rostochiensis (carril 8): 1130 pb, 630 pb y 425 pb. Ademas,
aunque en la figura no se aprecia, hay una banda mas en cada uno de los carriles
(excepto en los carriles 9,10 y 11), de un peso molecular aproximado a los 70 pb. Las
muestras locales (carriles 2 al 6) presentaron un patrén idéntico al de G. pallida.
Estos resultados coinciden con los obtenidos con la enzima Alul.

Figura 8. Digestion enzimatica del producto de amplificacion de la region ITS del género Globodera
con la enzima Mspl. Carriles 1 y 12= Marcador 50 pb (FERMENTAS). Carril 2= QLCI11. Carril 3=
QLC50a. Carril 4= QLC50b. Carril 5= QLC100. Carril 6= QPC100. Carril 7= Pa. Carril 8= Pa+Ro.
Carril 9= Ro. Carril 10= Control negativo. Carril 11= Producto de amplificacion sin digerir (1130 pb)

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia de Plantas, CIA y Laboratorio de Diagnéstico Molecular,
Fitopatologia, Agronomia. UCR. 2005

Meloidogyne spp.

En la figura 9 se observa la amplificacion de la region ITS de las muestras del género
Meloidogyne spp. con los imprimadores ITS4 ¢ ITS6.

Se puede observar como todas las muestras (especies) analizadas amplificaron
exitosamente. El producto de amplificacion fue del mismo peso molecular para todas
las muestras (690 pb), excepto las #1 a 'y #1 b (carriles 6 y 7), cuyo peso molecular
fue algo mayor, de 710 pb aproximadamente. Esto demuestra que, en algunas
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situaciones, con base en el tamafo del producto de amplificacion de la region ITS se
puede diferenciar entre especies de nematodos.

Ti 2,03 5 46, 8k a8l 10 Ek.12.13-14 15, 16

700 pb

Figura 9. Amplificacion de la region ITS del género Meloidogyne con los imprimadores 1TS4 e ITS6.
Carriles 1 y 16= Marcador 100 pb (FERMENTAS). Carril 2= Q ar. Carril 3=HCH. Carril 4=HMP.
Carril 5= Eha. Carril 6= #1 a. Carril 7= #1 b. Carril 8= #4 a. Carril 9= #4 b. Carril 10=#6 a. Carril 11=
#6 b. Carril 12=#6 c. Carril 13= 6+K. Carril 14=4+K Carril 15= Control negativo.

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia de Plantas, CIA y Laboratorio de Diagnéstico Molecular,
Fitopatologia, Agronomia. UCR. 2005.

Las figuras 10, 11 y 12, muestran los resultados de las digestiones enzimadticas de los
productos de amplificacion de la region ITS de Meloidogyne spp. En la figura 10 se
observa la digestion con la enzima Alul, en la figura 11 la digestion con la enzima
Dral y en la figura 12 la digestion con la enzima Rsal.

Con la enzima Alul, el patron de digestion de la region ITS para M. hapla (carril 13)
consistio de dos bandas con un tamafo aproximado de 250 pb y 190 pb. M. incognita
(carril 14) present6 un patron de tres bandas: 450 pb, 160 pb y 80 pb. M. arabicida
(carril 2) mostr6 una sola banda de 435 pb. No se observd ninguna banda en M. salasi
(carriles 6 y 7). Las muestras HMP, #4a y # 4b (carriles 4, 8 y 9) presentaron un
patron idéntico a M. incognita. En tanto que el patron de las muestras Eha, #6a, #6b
y #6¢ (carriles 5, 10, 11 y 12) correspondio al de M. hapla. La muestra HCH presento
una sola banda de 435 pb, similar a M. arabicida.
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Figura 10. Digestion enzimatica del producto de amplificacion de la region ITS del género
Meloidogyne con la enzima Alul. Carriles 1 y 16= Marcador 50 pb (FERMENTAS). Carril 2= Q ar.
Carril 3=HCH. Carril 4=HMP. Carril 5= Eha. Carril 6= #1 a. Carril 7= #1 b. Carril 8= #4 a. Carril 9=
#4 b. Carril 10= #6 a. Carril 11= #6 b. Carril 12= #6 c. Carril 13= 6+K. Carril 14= 4+K Carril 15=
Control negativo.

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia de Plantas, CIA y Laboratorio de Diagnéstico Molecular,
Fitopatologia, Agronomia. UCR. 2005.

Figura 11. Digestion enzimatica del producto de amplificacion de la region ITS del género
Meloidogyne con la enzima Dral. Carriles 1 y 17= Marcador 50 pb (FERMENTAS). Carril 2=HMP.
Carril 3=mHS. Carril 4= X. Carril 5= Eha. Carril 6= #1 a. Carril 7=#1 b. Carril 8= #4 a. Carril 9= #4
b. Carril 10= #6 a. Carril 11= #6 b. Carril 12= #6 c. Carril 13= 6+K. Carril 14= 4+K Carril 15=
Control negativo. Carril 16= Producto de amplificacion sin digerir (685 pb).

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia de Plantas, CIA y Laboratorio de Diagnéstico Molecular,
Fitopatologia, Agronomia. UCR. 2005.
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Con la enzima Dral (Figura 11) se obtuvo resultados similares a los anteriores. M.
incognita (carril 14) mostrd un patron de tres bandas con tamafios aproximados de
270 pb, 240 pb y 180 pb. Las muestras locales HMP, #4a y # 4b (carriles 2, 8 y 9)
presentaron este mismo patron. El patron correspondiente a M. hapla (carril 13)
consistié de dos bandas de 390 pb y 270 pb. Las muestras mHS, X, Eha, #6a, #6b y
#6c (carriles 3, 4, 5, 10, 11 y 12) fue similar al de M. hapla. A M. salasi (carriles 6 y
7) correspondié un patréon de tres bandas de 710 pb, 390 pb y 270 pb. Para esta
enzima no se incluyé M. arabicida, ni las muestras HCH y mH.

10: sl il 1SS 141 6et 36 2 7.8 1S

Figura 12. Digestion enzimatica del producto de amplificacion de la region ITS del género
Meloidogyne con la enzima Rsal. Carriles 1 y 19= Marcador 50 pb (FERMENTAS). Carril 2= © ar.
Carril 3=HCH. Carril 4=HMP. Carril 5= mHS. Carril 6= X Carril 7= Eha. Carril 8= #1 a. Carril 9= #1
b. Carril 10=#4 a. Carril 11=#4 b. Carril 12=#6 a. Carril 13=#6 b. Carril 14=#6 c. Carril 15= 6+K.
Carril 16=4+K Carril 17= Control negativo. Carril 18= Producto de amplificacion sin digerir (685 pb).

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia de Plantas, CIA y Laboratorio de Diagndstico Molecular,
Fitopatologia, Agronomia. UCR. 2005.

La enzima Rsal no cortdé los productos de amplificacion ITS de las especies M.
arabicida, M. incognita y M. salasi (carriles 2, 16, 8 y 9, respectivamente), por lo que
se observo una sola banda en estos casos, de 690 (M. arabicida y M. incognita) y de
710 pb (M. salasi), correspondientes al tamaiio del producto ITS amplificado de estas
especies (Figura 9). Las muestras HCH, HMP, #4a y #4b (carriles 3, 4, 10 y 11)
tampoco fueron digeridas con Rsal. La enzima si digiri6 el producto de amplificacion
de la region ITS de M. hapla (carril 15) generando un patrén de tres bandas de 690
pb, 540 pb y 140 pb. Los productos ITS de las muestras mHS, X, Eha, #6a, #6b y #6c¢
(carriles 5, 6, 7, 12, 13 y 14) también fueron cortados por la enzima y presentaron el
mismo patron de tres bandas de M. hapla.
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Cuadro 3. Resumen del tamafo de los productos de amplificacion de las muestras
(especies) del género Meloidogyne spp. analizadas con diferentes imprimadores.

Cddigo

Blo4/Blo5

Reaccion

ITS4/1TS6

Identificacion

Multiple (JMV) Molecular
Q ar 500 pb 700 pb 690 pb M. arabicida
HCH 500 pb 690 pb 690 pb ?
HMP 530y 480 pb 670 pb 690 pb M. incognita
830, 500,390 y Posible variante de
mHS 340 pb 440 y 335 pb 690 pb M. hapla
830, 500,390 y e 0
mH 340 pb No amplificé 690 pb ?
990, 850, 380y 670,440y 335 Posible variante de
X 340 pb pb 690 pb M. hapla
Eha No amplificd 440 pb 690 pb M. hapla
750, 660, 580 y o .
#1la 430 pb. No amplifico 710 pb M. salasi
750, 660, 580 y o .
#1b 430 pb. No amplifico 710 pb M. salasi
#4a 530 y 480 pb 670 pb 690 pb M. incognita
#4 b 530 y 480 pb 670 pb 690 pb M. incognita
#6 a 690 pb 440 pb 690 pb M. hapla
#6 b 690 pb 440 pb 690 pb M. hapla
#6 c 690 pb 440 pb 690 pb M. hapla
6+K 690 pb 440 pb 690 pb M. hapla
4+K 530y 480 pb 670 pb 690 pb M. incognita

Rosado: Bandas compartidas con M. arabicida

Rojo: Bandas compartidas con M.incognita

Azul: Bandas compartidas con M. hapla
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Cuadro 4. Patrones de restriccion de las muestras (especies) del género Meloidogyne
spp. analizadas con diferentes enzimas.

Cadigo Alul Dral Rsal

Q ar 435 pb No incluida 690 pb
HCH 435 pb No incluida 690 pb
HMP 450, 160 y 80 pb 270,240y 180 pb 690 pb
mHS No incluida 390y 270 pb 690, 540 y 140 pb
mH No incluida No incluida No incluida

X No incluida 390y 270 pb 690, 540 y 140 pb
Eha 250y 190 pb 390y 270 pb 690, 540 y 140 pb
#1 a No bandas 710, 390 y 270 pb 710 pb
#1b No bandas 710,390 y 270 pb 710 pb
#4 a 450, 160 y 80 pb 270,240y 180 pb 690 pb
#4 b 450, 160 y 80 pb 270, 240y 180 pb 690 pb
#6 a 250y 190 pb 390y 270 pb 690, 540 y 140 pb
#6b 250y 190 pb 390y 270 pb 690, 540 y 140 pb
#6 c 250y 190 pb 390y 270 pb 690, 540 y 140 pb
6+K 250y 190 pb 390y 270 pb 690, 540 y 140 pb
4+K 450, 160 y 80 pb 270, 240 y 180 pb 690 pb

En los cuadros 3 y 4 se puede observar un resumen de los resultados obtenidos
mediante los diferentes analisis realizados para el género Meloidogyne spp.

33



DiscusION

EXTRACCION DE ADN

El protocolo utilizado para la extraccion de ADN a partir de quistes (Globodera spp.)
o masa de huevos y estadios juveniles (Meloidogyne spp.) permitié obtener ADN de
buena calidad para las aplicaciones de PCR de un buen niumero de muestras. De
algunas muestras no fue posible extraer el ADN. No se tiene una clara explicacion
para esta situacion; pero indica la posibilidad de optimizar el protocolo y la necesidad
de evaluar el manejo de las muestras.

PCR CON IMPRIMADORES ESPECIFICOS

En todos los ensayos de PCR, tanto de imprimadores especificos como del ensayo de
RFLP, se utiliz6 un control negativo (sin ADN) con el fin de evaluar la pureza de los
reactivos, la eficiencia del programa de PCR y el buen o mal manejo por parte del
investigador. También para todos los ensayos se utilizaron controles positivos, para
de esta manera asegurar la especificidad de los imprimadores utilizados y tener un
punto de comparacion para la identificacion de las especies.

Globodera spp.

La reaccion multiple con los imprimadores PITSr3, PITSp4 e ITSS y el uso de
imprimadores especificos para cada especie de este género de manera independiente,
permitieron diferenciar claramente G. pallida de G. rostochiensis, tal como ha sido
descrito por otros (Bulman y Marshall, 1997; Fullaondo et al., 1999; Bates et al.,
2002). La reaccion multiple permitié detectar ambas especies simultaneamente en la
misma muestra, lo cual representa una ventaja sobre el uso de imprimadores
especificos de manera independiente y seria mas apropiada para analisis de rutina.

Las muestras provenientes de las fincas Liebres y La Pastora fueron identificadas
como G. pallida por ambas metodologias. Esto concuerda con los resultados
presentados por Garcia et al. (2005) sobre la identidad de la especie de nematodo
formador de quiste asociado con el cultivo de la papa en Costa Rica. En adicion,
indica una amplia distribucion geografica de esta especie. Garcia et al. (2005) solo
analizaron quistes provenientes de la finca Liebres. No se detectd la presencia de G.
rostochiensis en ninguna de las muestras analizadas, atin cuando se extrajo ADN de
muestras compuestas por 100 quistes. Bates et al. (2002) fueron capaces de detectar
la presencia de ambas especies en muestras de 50 quistes cuando la relacion fue al
menos 20:30. G. rostochiensis fue reportada en Costa Rica en 1973 (Ramirez, 1979).
No obstante en muestreos extensivos en afios siguientes (1975-77, 1981, 1984-85,
1988, 1989, 1995-1997, 1998) no fue posible detectar el nematodo, ain en areas
donde habia sido encontrado previamente. En 1999, la Organizacién Europea y
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Mediterranea para la Proteccion Vegetal (EPPO) declaré a Costa Rica libre de G.
rostochiensis. Los datos presentados aqui apoyan esta declaratoria.

Meloidogyne spp.

El par de imprimadores Blo4/Blo5 amplifica una parte de la region intergénica (IGS)
288S-58S, generando productos de diferentes tamafios que permiten diferenciar algunas
especies de Meloidogyne spp: para M. chitwoodi una banda de 280 pb, para M. fallax
una banda de 320 pb, para M. hapla se puede obtener una sola banda de 705 pb o un
patron de bandas multiples y para M. incognita se obtiene un patron de bandas
multiples (Wishart et al, 2002). De igual manera, los imprimadores especificos
JIMV1, JMV2, JMVhapla y JMVtropical fueron disefiados para diferenciar
basicamente las mismas especies de Meloidogyne spp. que Blo4/Blo5. En este caso,
los productos de amplificacion que permiten diferenciar entre estas especies de
Meloidogyne spp. son: para M. chitwoodi una banda de 540 pb, para M. fallax una
banda de 670 pb, para M. hapla una banda de 440 pb y para M. incognita se obtiene
una banda de 670 pb. La diferencia entre M. fallax y M. incognita radica en que el
imprimador especifico para M. fallax es el JMV2 y el de M. incognita es el
JMVtropical (Wishart et al, 2002).

El uso de ambos grupos de imprimadores permitio distinguir claramente las especies
de Meloidogyne spp. analizadas. Cuando se utilizo especies control (M. incognita, M.
hapla) fue posible identificar las especies presentes en las muestras provenientes de
campo (Figuras 4 y 5). Las muestras HMP, #4a y #4b correspondieron a M.
incognita, mientras que las muestras Eha, #6a, #6b y #6¢ a M. hapla. En relacion a la
muestra HCH, en el Laboratorio de Nematologia de la UCR se observd un disefio
perineal diferente a M. hapla y M. incognita, lo que condujo a pensar que se trataba
de una reciente introduccion al pais de M. chitwoodi, especie no presente en Costa
Rica (L. Salazar, Comunicacion Personal). Los datos obtenidos descartan que se trate
de M. chitwoodi. El patron de bandas obtenido no corresponde al indicado por
Wishart et al. (2002) para esta especie; mostrd, sin embargo, una alta similitud a los
patrones de bandas de M. arabicida (Cuadro 3). Esto debe ser investigado mas a
fondo utilizando otros genes nucleares y mitocondriales.

No fue posible identificar las muestras mHS, mH y X, lo que indica que
posiblemente se trata de otras especies del género Meloidogyne spp. no identificables
con los imprimadores utilizados. Wishart et al. (2002) indican que con estos
imprimadores es posible detectar otras especies de Meloidogyne spp., como M.
javanica, M. mayaguensis ¢ incluso una raza B de M. hapla, de las cuales no se conto
con un control positivo. Alternativamente, estas muestras podrian representar una
mezcla de especies. Cuando se utilizo los imprimadores Blo4/Blo5, las muestras
mHS y mH presentaron un patréon de cuatro bandas, una de las cuales fue del mismo
tamafio de la banda de M. arabicida (Fig. 4; Cuadro 3). Con los imprimadores JVM,
las muestras mHS y X presentaron un patréon de dos y tres bandas respectivamente.
Ambas muestras presentaron una banda en comtin con M. hapla (Fig. 5, Cuadro 3); la
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muestra X presenté ademas una banda en comuin con M. incognita. (Fig. 5, Cuadro
3). Los patrones de digestion con las enzimas Alul, Dral y Rsal de las muestras mHS
y X fue idéntico al de M. hapla, por lo que esta especie puede ser parte de la mezcla o
las muestras representan variantes de M. hapla (Wishart et al. 2002).

Las muestras #la y #1b fueron identificadas morfoldgicamente como M. salasi en el
Laboratorio de Nematologia de la UCR. Esta especie fue descrita en 1984 y se
encuentra unicamente en Costa Rica y Panama (Lopez, 1984). A la fecha no se
conoce de evidencia molecular que confirme su estatus como especie. Con los
imprimadores Blo4/Blo5, las muestras analizadas produjeron un patrén de bandas
diferente al de las otras especies estudiadas, indicando que efectivamente M. salasi es
una especie diferente. Estas bandas podrian ser utilizadas para la identificacion de M.
salasi. De manera que esta es la primera vez que datos moleculares apoyan la
nominacion de M. salasi.

La muestra @ ar corresponde a M. arabicida. Esta especie se considera nativa de
Costa Rica y fue descrita por primera vez en 1989 (Lopez y Salazar, 1989). Es un
patégeno asociado al cafeto. Inicialmente se discutid su condicion de especie y
algunos sugirieron que se trataba de M. incognita (L. Flores, Laboratorio de
Nematologia, UCR, comunicacion personal). Los patrones obtenidos con los
imprimadores Blo4/Blo5 para M. arabicida difieren de los de M. incognita (Figs. 4 y
5) lo que apoya la designacion de M. arabicida como una especie diferente a M.
incognita. Esto fue corroborado por los diferentes patrones de digestion de la region
ITS obtenidos para cada especie (Figs. 10, 11 y 12). Estos resultados concuerdan con
los de Radig et al. (2004) quienes presentaron evidencia molecular que apoya la
diferencia entre M. arabicida y M. incognita..

PCR-RFLP

Las secuencias de las regiones ITS1 e ITS2 de las especies utilizadas como control en
este trabajo se encuentran reportadas en el banco de genes del “National Center for
Biotechnology Information” (NCBI), las cuales se pueden encontrar en linea, en la
direccion electronica <<http://www.ncbi.nlm.nih.gov>>. Estas secuencias se
analizaron en el software computacional BioEdit Sequence Alignment Editor, para
observar los mapas de restriccion de cada una y asi tener una idea de que esperar en
cada digestion enzimatica. Sin embargo, existe la posibilidad de que haya ciertas
diferencias, ya que la region que se amplifico en el presente estudio con los
imprimadores ITS4 e ITS6 es un poco mas extensa a la analizada en el programa
BioEdit.
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Globodera spp.

Para este género se utilizaron dos enzimas de restriccion: Alul y Mspl. En el mapa de
restriccion obtenido en el sitio NCBI se observan los puntos de corte de cada una de
estas enzimas. Para la especie G. pallida, de una secuencia de 927 pb, se tiene que
con la enzima Alul existen cuatro puntos de corte, es decir, se visualizaria un patron
de bandas multiples de cinco bandas. Con la enzima MspI se reporta un solo punto de
corte, con lo cual se obtienen dos bandas. Para G. rostochiensis, de una secuencia de
895 pb, con la enzima Alul existen tres puntos de corte, es decir, se visualizaria un
patrén de bandas multiples de cuatro bandas; la enzima MspI no corta esta especie en
ningln punto. Es importante recordar que los fragmentos amplificados en este estudio
son diferentes a los obtenidos en linea, por lo que existe la posibilidad de variacion en
los puntos de corte y, por ende, en el nimero de bandas visualizadas.

El analisis PCR-RFLP también permitio diferenciar entre las especies G. pallida y G.
rostochiensis, tal como ha sido descrito por Reid y Pickup (2005) y por Garcia et al.
(2005). En ambas digestiones, con las enzimas Alul y Mspl (Figuras 7 y 8,
respectivamente), se observan los patrones obtenidos para los controles positivos, los
cuales, al ser comparados con los patrones de bandas de las muestras costarricenses
de ambas fincas, Liebres y La Pastora, permiten identificarlas como G. pallida. En el
caso de la enzima Alul, estos resultados concuerdan con los presentados por Reid y
Pickup (2005) y Garcia et al. (2005) sobre la identidad de esta especie. Por otro lado,
la digestion con la enzima MspI no fue realizada por estos autores, sin embargo, con
los resultados presentados se demuestra que con esta enzima también es posible
realizar una identificacion de ambas especies. Las muestras costarricenses
nuevamente mostraron el patron de Mspl correspondiente a G. pallida. No se detecto
la presencia de G. rostochiensis en ninguna de las muestras analizadas, confirmando
la ausencia de esta especie.

Meloidogyne spp.

Para este género se utilizaron tres enzimas de restriccion: Alul, Dral y Rsal (Figuras
10, 11 y 12, respectivamente). En el mapa de restriccion, obtenido en el sitio NCBI,
se observan los puntos de corte de cada una de estas enzimas. Para la especie M.
hapla, de una secuencia de 645 pb, se tiene que con la enzima Alul existen tres puntos
de corte, es decir, se visualizaria un patréon de bandas multiples de cuatro bandas. Para
las enzimas Dral y Rsal se reporta un solo punto de corte, con lo cual se obtienen dos
bandas. En el caso de M. incognita, de una secuencia también de 645 pb, con la
enzima Alul existen dos puntos de corte, es decir, se visualizaria un patron de bandas
multiples de tres bandas; la enzima Dral corta a esta especie en dos puntos, con lo
que se obtendria un patrén de tres bandas; y la enzima Rsal no corta a esta especie en
ningtn punto. Es importante recordar, al igual que con el género Globodera, que los
fragmentos amplificados en este estudio son algo diferentes a los obtenidos en linea,
por lo que existe la posibilidad de variacion en los puntos de corte y, por ende, en el
nimero de bandas visualizadas.
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El uso de las tres enzimas en el andlisis de PCR-RFLP también permitio distinguir
claramente las especies de Meloidogyne spp. analizadas. Al utilizar especies control
(M. incognita, M. hapla y M. salasi) se lograron identificar las muestras de campo,
comparando los patrones de digestion obtenidos. Las muestras Eha, #6a, #6b y #6c
corresponden a M. hapla y las muestras HMP, #4a y #4b a M. incognita.

En relacion a la muestra HCH, como se mencion6 anteriormente, segun el
diagnostico morfologico realizado en el Laboratorio de Nematologia de la UCR se
penso que se trataba de una reciente introduccion de M. chitwoodi. Con los datos
obtenidos con el analisis PCR-RFLP no se puede descartar que se trate de M.
chitwoodi, tnicamente se descarta la posibilidad de que se trate de M. hapla, M.
incognita o M. salasi, ya que los patrones de las digestiones enzimaticas no
concuerdan con ninguno de los obtenidos para estas especies. Sin embargo, con los
imprimadores Blo4/BloS5 y la reaccion multiple JMV si se descarta que se trate de una
nueva introduccion de M. chitwoodi en Costa Rica, como se menciono en la seccion
anterior.

Los patrones de restriccion obtenidos para las muestras mHS, y X, fueron similares a
los de M. hapla, aunque como se indic6 anteriormente, estas muestras no presentaron
el patron correspondiente a M. hapla cuando se utilizaron los imprimadores
Blo4/BloS5 y los imprimadores especificos JMV en la reaccion multiple. Es posible
que se trate de otras especies del género Meloidogyne spp. o una mezcla de especies,
una de las cuales es M. hapla. Alternativamente, podria tratarse de variantes de M.
hapla. Los patrones obtenidos con las enzimas Dral y Rsal de las muestras mHS y X
corresponden a los de M. hapla y los productos de amplificacion con los otros
imprimadores presentaron un patron de bandas multiples, similar al de M. hapla raza
B (Wishart et al. 2002).

Las muestras #la y #lb, identificadas morfologicamente como M. salasi en el
Laboratorio de Nematologia de la UCR, no fueron digeridas por ninguna de las
enzimas utilizadas, lo que apoya su condicion de especie diferente. La muestra @ ar
correspondiente a M. arabicida, también mostr6 un patron de bandas producto de la
digestion enzimatica diferente al de las otras especies, confirmando su condicion de
especie diferente dentro del género Meloidogyne spp.
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CONCLUSIONES

Una identificacion diferencial, a nivel de especie, de los nematodos de quiste de la
papa (Globodera spp.) y de los nematodos formadores de nodulos de la raiz
(Meloidogyne spp.) es de suma importancia, ya que segin las regulaciones actuales,
dictadas por diferentes organismos internacionales, las repercusiones en la economia
del pais por estas plagas serian catastroficas, especialmente en una época en la que los
cultivos son transportados a través de fronteras internacionales.

El diagnostico molecular de nematodos ofrece amplias ventajas sobre el diagnostico
tradicional. Ademas de las ya mencionadas, este tipo de diagndstico ofrece no solo un
mejor enfoque sobre nematodos problematicos, sino que también permite identificar
especies en cualquier punto del ciclo de vida, asi como mezclas de poblaciones.

El uso de imprimadores especificos para el diagnodstico de nematodos puede ser,
dependiendo de las especies o géneros a analizar, suficiente para llegar a un resultado
confiable, como en el caso del género Globodera spp., que con solo la reaccion
multiple con tres imprimadores se logré identificar la especie asociada a las muestras
locales. Sin embargo, en algunas ocasiones es necesario realizar otros ensayos, como
el de PCR-RFLP, para que la identificacion de nematodos sea verdaderamente
confiable, como fue el caso del género Meloidogyne spp. En este caso, algunas de las
muestras incluso no se lograron identificar, sino que Unicamente se descartaron
aquellas que no eran.

En las fincas La Pastora y Liebres, ubicadas en la region de Cartago, predomina la
presencia de la especie Globodera pallida y de hecho fue la unica especie que se
encontrd, ya que ninguna de las muestras se identifico como G. rostochiensis ni como
una mezcla de ambas especies. La especie de nematodo formador de quiste asociado
al cultivo de la papa en Costa Rica es por lo tanto G. pallida.

La mayoria de las muestras analizadas del género Meloidogyne spp. pertenece a las
especies M. hapla y M. incognita. Algunas de las muestras no pudieron ser
identificadas claramente, pero se descartd la posibilidad de que fueran una de esas
dos especies.

La especie M. salasi fue descrita en Costa Rica en 1984 y hasta el momento no existia
confirmacion molecular de su estatus de especie. Los andlisis de PCR y PCR-RFLP
presentados representan a mi mejor entender, la primera evidencia molecular en
apoyo de M. salasi como una nueva especie dentro del género Meloidogyne spp. De
igual forma se corrobord la condicion de especie para M. arabicida.

La reaccion multiple con imprimadores especificos se considera mds apropiada,
ademdas de ventajosa, para el diagnostico molecular en analisis de rutina, ya que
permite reducir el uso de reactivos, de ADN y el tiempo de identificacion de especies.

En el analisis de PCR-RFLP, la enzima Alul fue la que mostr6 los mejores resultados
para la distincion de especies del género Meloidogyne spp. En el caso de Globodera
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spp., ambas enzimas, Alul y Mspl, presentaron resultados concluyentes para la
diferenciacion entre las especies analizadas. La enzima Rsal, en el caso de
Meloidogyne spp, fue la que dio los resultados mas inconclusos de las tres enzimas
utilizadas. La combinacion de los patrones enzimaticos permitio la diferenciacion de
las especies.
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RECOMENDACIONES

La extraccion de ADN de los nematodos debe realizarse con sumo cuidado, de forma
que se tenga el material para realizar todas las pruebas necesarias y pertinentes para
llegar a un resultado e identificacion confiable.

Se deben realizar pruebas con el protocolo de extraccion de ADN para lograr
extraerlo con la menor cantidad de nematodos posible, no solo por la dificultad que
hay algunas veces en la recoleccion del material, sino también para evitar la
posibilidad de que haya una mezcla de especies.

Ademas, se recomienda probar otros protocolos de extraccion de ADN de nematodos,
con el fin de estandarizar este procedimiento y obtener la mejor calidad de ADN con
la menor cantidad posible de nematodos.

En las pruebas con imprimadores especificos, es recomendable, cuando se trata de
reacciones multiples, realizar pruebas primero con los imprimadores por separado,
para asegurarse de que no exista posibilidad de error en el resultado.

Por tultimo, se recomienda realizar pruebas moleculares utilizando otros genes o
regiones génicas, como la del ADN mitocondrial, para llegar a una identificacion
certera de las muestras que no fueron concluyentemente identificadas en este trabajo.
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ANEXOS

ANEXO 1: AMORTIGUADOR DE LISIS DE GUSANOS (WORM LYSIS
BUFFER: WLB)

a KCl 50 mM

a Tris pH 8.3 10 mM
a MgCl, 2,5 mM

a SDS 0,45%

o Tween 20 0,45 %

a Proteinasa K 60 pg/ml, (se agregd justo antes de la extraccion).

ANEXO 2: AMORTIGUADOR DE LISIS NUCLEAR (CTAB):
a (0,2 M Tris base ph 7,5
a 0,05 M EDTA
a 2,0 M NaCl
a 2% CTAB (cetyltrimethylammonium bromide)

ANEXO 3: NIVELES CATEGORICOS APLICABLES DE CADA MARCADOR
MOLECULAR O REGION DE GENES

Kingdom Phylum Class Order Family Genus Species Population

Nuclear rDNA
SSU (16-185)  —————— — — ———
LSU (23-285)  ———————
585 e—m—m—
IGS

[TS

The bold lines indicate mainly applicable categorical levels of each molecular marker or gene region while
the dot lines indicate less frequently applicable categorical levels.

Modificado de: Hwang y Kim, 1999
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