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Resumen: El género Meloidogyne es
considerado de gran importancia econdmica
en el mundo debido al dafo que causa en el
sistema radical y amplio rango de hospederos.
En hortalizas, causa severos dafios limitando
la producciéon de estas. El objetivo del
presente estudio fue identificar la especie del
género Meloidogyne asociado a las agallas
de la raiz del jitomate mediante la técnica
molecular de PCR. Se colecté suelo y agallas
de plantas de jitomate variedad comercial
tipo saladette parasitadas con el nematodo,
cultivadas en invernadero en el municipio
de Coatepec Harinas, Estado de México. El
estudio molecular se basé en la amplificacién
de los segmentos de expansion D2-D3 del
gen 28S del rDNA mediante la Reacciéon en
Cadena de la Polimerasa. La homologia de
las secuencias de este estudio y comparacioén
con las reportadas en el GenBank mostré un
97% de identidad con Meloidogyne incégnita.
El analisis filogenético indicé el agrupamiento
con accesiones mundiales reportadas para
M. incégnita. La técnica molecular permitié
identificar y registrar por primera vez la
presencia de Meloidogyne incognita en cultivo
de jitomate variedad comercial tipo saladette
en Coatepec Harinas, Méx.
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INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum L.)
es una hortaliza que pertenece a la familia
Solanaceae con alto valor alimenticio,
por lo que es catalogado como un cultivo
importante a nivel mundial, esto se debe a la
alta demanda en el mercado y el sobresaliente
valor econémico de las exportaciones. A
nivel nacional, la superficie sembrada de
esta hortaliza fue de 48,413.83 Ha, con una
produccion de 3,031,668.76 ton (SIAP, 2021).
En el Estado de México la superficie sembrada
fue de 741.94 ha, con una produccién de
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25641. 4 ton, y un rendimiento de 551. 422
ton/ha (SIAP, 2020). Sin embargo, uno de los
principales factores que limitan la produccion
y calidad del cultivo tanto en campo como
en invernadero son los fitopatdgenos, dentro
de este grupo se incluyen a los nematodos,
organismos  acelomados  microscopicos
que succionan los nutrientes de la raiz de
las plantas con su estilete. Particularmente
los nematodos agalladores del género
Meloidogyne son endopardsitos sedentarios
obligados con una amplia gama de cultivos
horticolas que ataca. La reduccién en la altura,
produccién y rendimiento de jitomate se ven
afectadas por el aumento de las poblaciones
del nematodo en el suelo (Salazar-Anton
y Guzman-Herndndez, 2013). Asi mismo,
Guzman-Plazola et al, 2008, mencionan la
alta presencia de nematodos agalladores en
59% de 106 cultivos horticolas en la zona de
Metztitlan, Hidalgo, Méx. Se ha determinado
que las especies que predominan en México
son Meloidogyne arenaria, Meloidogyne hapla,
Meloidogyne javanica'y Meloidogyne incognita
(Cid del Prado-Vera et al., 2001). Tovar-Soto
(2014) menciona a Meloidogyne chitwoodi
atacando plantas de papa, zanahoria y malezas,
donde tiene restricciones cuarentenadas
para México. En 2015 Martinez et al., (2015)
identificaron a M. enterolobii en cultivo de
sandia y jitomate, cuyos dafios duplican a
los causados por M. incognita. En México
se reconoce el 60.7% de incidencia de M.
incognita en distintos cultivos horticolas
por lo que se considera como una de las
especies altamente dafinas, en consecuencia,
las pérdidas de produccién en el cultivo de
jitomate alcanzan valores del mds del 33%,
tanto en plantaciones cultivadas por métodos
tradicionales como con tecnologias avanzadas
(Carrillo-Fasio et al., 2000; Martinez et al.,
2015, Martinez-Gallardo et al., 2019). Es un
género con dimorfismo sexual, las hembras
globosas al ser sedentarias y alimentarse
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producen enzimas que genera que las células
delaraiz proliferen y se desarrollen de manera
anormal (Peraza-Padilla et al, 2013). Este
proceso de alimentacion genera en la célula
hiperplasia e hipertrofia que conlleva a la
formacion de agallas enla raiz. Por el contrario,
los machos salen de la raiz y permanecen en
el suelo (Miyashita et al., 2014). Debido a la
presencia de agallas en el sistema radical,
prevalece un déficit en el crecimiento, falta
de vigor, clorosis y marchitez en hojas que da
como resultado una limitada produccién, sin
dejar fuera el nivel poblacional del nematodo
que influye de manera preponderante
(Manzanilla-Lépez 'y  Marban-Mendoza,
2012). Para su identificacién a nivel de género
o especie se emplean técnicas taxondmicas
basadas en caracteres fenotipicos. Sin
embargo, la variacion intraespecifica presente
en este género y similitudes morfoldgicas
entre especies dificulta su identificacion.
El empleo de nuevas metodologias para su
confiable caracterizaciéon se lleva a cabo
mediante técnicas moleculares, que facilitan
el diagnostico y permiten una identificacién
precisa con base en su informacién genética
y no se limita a una etapa de desarrollo
en particular. Se han empleado diferentes
metodologias en la identificaciéon de
nematodos como la reaccion en cadena de la
polimerasa, conocida por sus siglas en inglés
PCR, asi Powers and Harris (1993), lograron
la discriminaciéon de cinco especies de
Meloidogyne empleando la regiéon que codifica
para la subunidad II del citocromo oxidasa
(COII) y el gen 16S rRNA seguido de una
digestion con endonucleasas de restriccién
que permitid un patrén caracteristico para
cada especie. Por otro lado, Peraza et al,
(2013) realizan PCR-RFLPS que dispone
enzimas de restriccion empleando la regién
intergénica (IGS) del genoma mitocondrial
y el gen ribosomal 16S. Por su parte Ramirez
(2014), emplea la amplificacion de segmentos
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de expansion D2 y D3 del gen 28S ADNr.
Asi mismo Jaramillo-Pineda et al., (2015),
utilizan las regiones espaciadoras transcrita
(ITS) internas del ADNr 18S y 28S como
marcadores genéticos para la identificacién
de especies empleando juveniles J2 de
Meloidogyne. De igual manera Romero et
al., (2019) hacen uso de PCR utilizando
cebadores especificos para diferentes especies
de Meloidogyne en hembras adultas extraidas
de agallas. Asi también, la detecciéon e
identificacion simultanea de distintas especies
de Meloidogyne empleando PCR multiple de
un solo paso a partir de agallas individuales,
ha mostrado ser una técnica sensible, robusta
y precisa (Hu, et al., 2011).

El objetivo de este estudio fue identificar
mediante PCR la presencia de Meloidogyne
sp., asociada al cultivo de jitomate en Coatepec
Harinas, Estado de México.

MATERIALES Y METODOS
COLECTA DE MUESTRAS

La colecta de muestras de raices agalladas
de plantas de jitomate variedad comercial tipo
saladette, cultivadas en invernadero ubicado
en Coatepec Harinas, Méx (18°53'23.70” N,
99°45’49.31” O), serealiz6 durante mayo-junio
2018. Se tomaron muestras de suelo y raiz a
una profundidad de 25 cm y se colectaron en
bolsas de propileno de 2 kg y se procesaron en
el laboratorio para su respectivo analisis.

Las raices con agalla se seleccionaron, se
lavaron con agua corriente y con aguja de
disecciéon se extrajeron hembras maduras
globosas con masa de huevecillos, con ayuda
de un microscopio estereoscopico IROSCOPE
Z-14T (magnificacion 40X).

IDENTIFICACION MOLECULAR

La extraccion de ADN a partir de
huevecillos se realiz6 a través del protocolo
descrito por Yu et al, (2011) y adaptado y
modificado por Ramirez (2014), en la cual la
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masa de

huevecillos se depositaron en tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml, posteriormente se
afiadi6 150 ul de solucion buffer de extraccion
(200 mM Tris-HCI, pH 8.0, 250 mM NaCl,
25 mM EDTA, 0.5 % SDS), se sometio a
lisis mecdnica con micropistilos estériles y
congelacion de -20°C por 20 min, se agregd 50
ul de Acetato de Sodio pH 5.8 3M, se incubd
a -20°C por 10 min y las fases se separaron
por centrifugaciéon a 13,200 rpm por 5
min. El sobrenadante se transfirié tubo de
microcentrifuga e incubé a -20°C por 20 min.
El ADN se precipité con 100 ul de Isopropanol
y se centrifugé por 15 min a 13,200 rpm.
Para mantener la solubilidad diferencial del
ADN se afiadi6 200 pl de etanol al 70% vy se
centrifugoé a 12,000 rpm por 5 min. E1 ADN
se recupero en 30 pl de agua libre de DNasas
y RNasas. La cuantificacion y pureza de ADN
se llevo a cabo utilizando 1 ul de ADN en un
espectrofotdmetro NuDrop Modelo NAS-
99, y se visualizé la integridad y cantidad
de la macromolécula en una electroforesis
horizontal en gel de agarosa (1%) tefiido con
el intercalante bromuro de etidio (BrEt) y
finalmente se observé en el transluminador
digital Syngene™.

AMPLIFICACION POR PCR DEL
ADN RIBOSOMAL Y PURIFICACION
DEL PRODUCTO DE ADN

Mediante la reaccion de la cadena
polimerasa (PCR), se amplificaron los
segmentos de expansion D2-D3 del gen 28S
del rDNA con los iniciadores:

D2A (5'-ACAAGTACCGTGAGGGAAA
GTTG-3")

D3B (5" TCGGAAGGAACCAGCTACTA-
3’) (Nunn, 1992). La reaccion de PCR se
realiz6 mediante el kit Tag PCR Master Mix
(QIAGEN), con un volumen final de 30 pl.
(12,5 ul Tag PCR Master Mix 2X [2,5 U Taq
DNA polimerasa, Buffer PCR 1X, dDNTP 200

Journal of Agricultural Sciences Research ISSN 2764-0973

uM],1 pl de cada iniciador (10 uM), 5 pl de
ADN (982.3 ng/ul) y se completé con agua
libre de grado molecular estéril. La reaccion de
PCR se realiz6 en un termociclador PTC-100
M]J Research, con ligeras modificaciones y bajo
las siguientes condiciones: desnaturalizacion
inicial de 95 °C por 4 min, seguido de 35
ciclos de 94 °C por 30 s, 63 °C por 45 s, 72
°C por 1 min y finalizando con una extensién
final de 72 °C por 10 min (Ye et al., 2015). Los
productos amplificados se visualizaron en gel
de agarosa al 1% en solucién buffer TAE 1X.
La purificacion de los productos de PCR se
llevé a cabo mediante el kit de purificacion
PCR QIAquick (QIAGEN) de acuerdo a las
condiciones del fabricante.

SECUENCIACION Y ANALISIS
FILOGENETICO

Los productos amplificados por PCR
fueron enviadas para secuenciar en la Facultad
de Estudios Superiores FES-Iztacala UNAM
(Universidad Nacional Auténoma de México).
Lassecuenciasfueron editadas con el programa
Chromas (Version 2.6.5) y posteriormente se
analizaron con el programa BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool, http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para determinar
la homologia con las secuencias reportadas
en el banco de genes GenBank NCBI. Las
secuencias se ensamblaron en el programa
DNASTAR Lasergene para la realizaciéon de
las secuencias consenso. Posteriormente se
realiz6 la busqueda de secuencias registradas
en el banco de genes del GenBank NCBI, de
especies de Meloidogyne de la region 28S del
rDNA. Se realiz6 un analisis filogenético a
partir del alineamiento multiple de secuencias
de especies cercanamente relacionadas, las
cuales fueron alineadas con la herramienta
bioinformatica MUSCLE (Multiple Sequence
Alignment <EMBL-EBI). Los alineamientos
de especies seleccionadas de Meloidogyne
spp., en la construccion del arbol consenso y
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las distancias evolutivas se calcularon con el
método de maxima verosimilitud (Tamura et
al., 2004) empleando el software MEGA10 y
se manejo la accesion de Pratylenchus thornei
como taxén externo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras de raiz con sintomas de
agallas colectadas de la plantacién de jitomate
cultivado en invernadero permitieron la
extraccion hembras globosas y masa de
huevecillos del nematodo. La presencia de
agallas individuales o agrupadas dejaron
observar la deformacion del sistema radical
central y raices laterales de las plantas
infectadas (Figura 1).

En Meéxico, diversos autores refieren al
género Meloidogyne spp., como el principal
nematodo que causa significativa reduccién
del rendimiento y produccién del jitomate,
atribuyendo a M. incognita como el agente
primario en perdidas agricolas y econémicas
(Carrillo-Fasio et al.,, 2000; Cid del Prado-
Vera et al., 2001). Por su parte, Tapia- Vasquez
et al., (2022), menciona que los nematodos
que forman agallas como M. incognita son una
amenaza para la agricultura en México. Este
nematodo se establece en el sistema vascular
de la raiz lo que ocasiona los sintomas de
clorosis, marchitez, retraso en el crecimiento
y la notoria presenta de agallas (Sikandar et
al., 2020)

IDENTIFICACION MOLECULAR

La extraccién del ADN total a partir de
masas de huevecillos de Meloidogyne incognita
fue de excelente calidad e integridad como lo
mostro la electroforésis en gel de agarosa al
1%. La amplificacion del ADN ribosomal con
los iniciadores D-2/D-3 mostré un fragmento
especifico de 700 pb  para Meloidogyne
incognita (Figura 2). El control negativo, como
era de esperarse, no amplificé ninguna banda.
De manera similar Zeng et al., (2014), refieren
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la amplificacion con los cebadores D2/D3 del
28S con un tamano de 764 pb. Por otro lado,
Ye et al., (2015), emplearon la misma region
D-2/D-3 del gen 28S en la identificacién
de especies de Meloidogyne, destacando la
importancia de cebadores mas especificos,
para diferenciar especies en poblaciones
mezcladas.

ANALISIS FILOGENETICO

El anilisis filogenético se infiri6 con el
método de méxima verosimilitud bajo el
modelo de Tamura-Nei y bajo el criterio de
maxima parsimonia con un arranque de 1000
bootstrap (repeticiones). La homologia de
las tres secuencias de este estudio establecid
un porcentaje de identidad del 97%, dato
que se obtuvo mediante el Blast (Basic Local
Aligment Srearch Tool -NCBI), cuya similitud
correspondié con la especie Meloidogyne
incognita. El indice de consistencia (CI) fue
de 0.84 y el indice de retencién (RI) de 0.73.
Asi también, permitié relacionarlas con
otras especies cercanas, por ser una region
altamente conservada.

El alineamiento multiple se realizé con 19
secuencias de las cuales 3 secuencias son de
este estudio. El cladograma obtenido agrupo a
las secuencias en dos clados, el primer grupo
agreg6 a distintas especies de Meloidogyne
spp de diversas latitudes, mientras que el
segundo clado incluy6 a las especies de este
estudio con la accesiéon LC030364 de Japon de
Meloidogyne incognita con una alta relacion.
La secuencia del grupo externo Pratylenchus
thornei se mantuvo independiente, como se
esperaba (Figura 6). Los resultados mostraron
que las especies determinadas en este estudio
se agruparon estrechamente con especies de
Meloidogyne incognita, asi como otras especies
identificadas en otras partes del mundo.
Nuestros resultados concuerdan con Zeng et
al., (2014), al mencionar que el segmento de
expansion D2/D3, es util en el reconocimiento
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Figura 1. Sintomas de agallas en plantas de jitomate variedad comercial tipo saladette cultivadas bajo
invernadero en Coatepec Harinas, México.

Figura 2. Amplificacion de los fragmentos de expansion del gen 28S del rDNA. MM: marcador molecular
1Kb; 1, 2, 3: amplificado a partir de masa de huevos de Meloidogyne incognita; 4: control negativo (agua
grado molecular). Visualizacion en gel de agarosa al 1%.

KP901070 Meloidogyne incognita USA
KY 882477 Meloidogyne incognita Brasil
MF157449  Meloidogyne javanica Brasil
MF157435 Meloidogyne arenaria Brasil
KY293688 Meloidogyne arenaria Brasil
KP901084 Meloidogyne javanica USA

KP901085 Meloidogyne incognita USA
KP901071 Meloidogyne incognita USA

KPo01079 Meloidogyne enterolobii USA
KPOD1086 Meloidogyne haplaUSA

100 | ME157455 Meloidogyne hapla Brasil
KPo01080.1 Meloidogyne chitwoodi USA
KP901076.1 Meloidogyne graminis USA

10\[]_‘ KPA01067.1 Meloidogyne graminis USA
w— LC030364 Meloidogyne incognita Japon

|  Meloidogyne incognita México

Meloidogyne incognita México

100

Meloidogyne incognita México

EU130877.1 Protylenchusthornei USA

—

20.00

Figura 3. Cladograma de secuencias de los segmentos de expansion D2-D3 del 28S del rDNA, de especies de
Meloidogyne sp., generado por el alineamiento combinado de Maximum Likelihood y méaxima parsimonia

en el programa MEGA X (versién 11). Bootstrap (repeticiones)= 1000; Indice de consistencia (CI)= 0.84
y el Indice de Retencién (RI) de 0.73.




del género, mas no logré discriminar especies
tropicales incluyendo a M. incdgnita, M.
arenaria, M. javanica, por lo que los autores
refieren al uso de cebadores mas especificos a
la especie en cuestion. De la misma manera
nuestro arbol concuerda con Ye et al., (2015),
donde establece un arbol filogenético basado
en 43 secuencias mundiales del segmento
D2/D3 de 28S ADNT, en el que sefiala a M.
incognita en un cado bien definido con
M. arenaria, M. javanica, M. paranaensis
y M. konaensis, sin embargo, logran la
distincién de mezclas de cuatro especies de
Meloidogyne, cuando emplean cebadores
especificos a la regién D2/D3 de 285 ADNr.
Es importante emplear iniciadores especificos
para cada especie del género Meloidogyne,
con aquellas secuencias del rDNA altamente
conservadas. La dispersion de M. incognita
en diversos cultivos horticolas, anuales y
perennes confirma el amplio rango de cultivos
susceptibles, su alta capacidad de adaptacion
a condiciones de temporal y riego, conllevan
a una similitud filogenética de distribucién
mundial. La inferencia filogenética puede
ser compleja debido a factores evolutivos,
incluida la heterogeneidad de la composicion
de nucleétidos entre los taxones.

CONCLUSIONES

La determinacion de especies parasitas
de cultivos de importancia mundial como
lo es Meloidogyne incognita, empleando
herramientas moleculares permite de manera
mads rapida y certera enfrentar los retos en la
deteccidn, diversidad genética, diseminacion
y estrategias de control de esta plaga.

El diagndstico molecular empleando los
segmentos de expansion D2-D3 del 28S
del rDNA utilizando masa de huevecillos,
confirm6 la identidad de Meloidogyne
incognita en esta solanacea.

La homologia de las secuencias de este
estudio y comparacién con las reportadas en

el GenBank mostré un 97% de identidad con
Meloidogyne incognita.

La confirmacién de Meloidogyne incognita
en agalla de raiz en jitomate variedad
comercial tipo saladette, provenientes de la
zona de Coatepec Harinas, Mex compromete
la fitosanidad de esta hortaliza en invernaderos
de esa region.
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