UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA

LA MOLINA

FACULTAD DE CIENCIAS

+ HOMINEM
-

“EXTRACCION DE ADN DE Meloidogyne incognita A PARTIR DE
MUESTRAS DE SUELO PARA DETECCION MOLECULAR”

Presentada por:
Cecilia Veronica Torres Mufioz
Tesis para Optar el Titulo Profesional de:

BIOLOGO

Lima - Peru

2018



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA

LA MOLINA
FACULTAD DE CIENCIAS

“EXTRACCION DE ADN DE Meloidogyne incognita A PARTIR DE
MUESTRAS DE SUELO PARA DETECCION MOLECULAR””

Presentada por:

Cecilia Veronica Torres Muioz

Tesis para Optar el Titulo Profesional de:

BIOLOGO

Sustentada y aprobada por el siguiente jurado:

Mg. Sc. César Lépez Bonilla Dra. Marta Williams Castro de Ledn
PRESIDENTE MIEMBRO
Dr. Raul Blas Sevillano Mg. Sc. Roberto Mansilla Samaniego

MIEMBRO ASESOR



Para Doris, mi principal apoyo y guia
Para Julieta, la razén de mis sonrisas

Para Janzen, por animarme siempre a avanzar



AGRADECIMIENTOS

El presente trabajo de investigacion ha sido elaborado gracias al financiamiento de la
Oficina de Investigacion de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

Agradezco al Area de Biologia Molecular del Instituto de Biotecnologia y a todos sus
miembros, y a los que algun dia lo fueron, por su apoyo incondicional durante la
realizacion de esta tesis. Por haberme permitido formarme académicamente dentro del
laboratorio, y crecer profesionalmente y como persona.

Agradezco también a todos los miembros del laboratorio de Nematologia de la Universidad
Nacional Agraria La Molina por su importante apoyo y por su gran paciencia para
ayudarme en las distintas etapas del estudio.

Esta investigacion fue elaborada bajo la supervision y asesoria del Mg. Sc. Roberto
Mansilla, quién confié en ella desde un inicio e hizo posible su realizacion. Agradezco su
tiempo, paciencia y dedicacion.

Agradezco a mi familia. A mis padres, Lorenzo y Doris por apoyarme siempre, ser un
ejemplo a seguir e impulsarme siempre a ser mejor. A mis hermanos, por ser un gran
ejemplo para mi y estar siempre a mi lado. A mi hija, por alegrarme los dias y ser mi norte
en todo lo que hago. A Janzen, mi apoyo en todo.

Y a todos mis maestros que ayudaron a mi formacion.



INDICE GENERAL

RESUMEN ..ottt s st ssessan st ssnnsan s ssnnes vii
ABSTRACT ..ottt sttt viii
I. INTRODUGCCION .....coouiieieeeeeieeeeseeee s nss s 1
I1. REVISION DE LITERATURA .....cootiieveeteeeeeeee e sessss s 4
2.1. IMPORTANCIA DEL GENERO ......c.ovuriiievneieseessssiessesseesiesseesssssss s sssessesoos 4
2.2. CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE ..o 5
2.2.1. CICLO DE VIDA Y PARASITISMO .....ovorveereeeinreneeeeieeessessiessesssseessennnes 5
2.2.2. MORFOLOGIA ......oooooeeeeeeeeetceees e 7
2.2.3. SINTOMATOLOGIA ..ot 10

2.3. DETECCION DE NEMATODOS A NIVEL DE ESPECIE EN Meloidogyne sp.
A PARTIR DE MUESTRAS DE SUELO ......oooiiiiiiiiciec e 11

2.3.1. TECNICAS DE IDENTIFICACION DE ESPECIE .......coeveveveeeeeeeeeeenene. 12

2.3.2. TECNICAS DE IDENTIFICACION DE ESPECIE USADAS EN EL PERU 13

2.4. EXTRACCION DE NEMATODOS DEL SUELO .....c.coovviicicteeeeeeee e, 13
2.4.1. BANDEJA DE COBB O TAMIZADO ......ccoooiiiiiiiiiiiieiiee e 14
2.4.2. CENTRIFUGACION FLOTACION ..o 15

2.4.3. BANDEJA DE EXTRACCION O TECNICA DE BAERMANN

MODIFICADA......c.ooooooeeeeeeieeeeeeeeee s sees s sess st sass s sssan s aneen s seanes 15

2.5. DETECCION MOLECULAR.......o.oovoieeiierseeeeeesiesesseesiessessessessiensssssessssnansnnens 16
2.5.1. DETECCION MOLECULAR EN Meloidogyne Sp. .....cccecveeevervreeerereernienene. 16
2.5.2. DETECCION MOLECULAR EN M. iNCOGNIta.........c.vvmrererenrnresrieniensennens 18

2.6. EXTRACCION DE ADN DE NEMATODOS EN Meloidogyne sp. ..........cc......... 19
1. MATERIALES Y METODOS .......oooiveieveeeseeieiesseeessieseeesessessessse s 22
3.1. LUGAR DE EJECUCION .....coovireeieieeeeeeeieee e 22
3.2. MUESTRAS DE SUELO CON M. iNCOGNItAL.......c..oveererrerreeeeeeieeieesesseeseesiesssrenes 22



3.2.1. ESTABLECIMIENTO DE LA POBLACION. ......cooovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen e, 22
3.2.2. IDENTIFICACION MORFOLOGICA ..o oo e, 23
3.2.3. MUESTRA DE SUELO PARA LA EXTRACCIONDE ADN ......ccoecvevnn... 24

3.3. SELECCION Y OPTIMIZACION DE METODOS DE EXTRACCION DE
NEMATODOS A PARTIR DE MUESTRAS DE SUELO .....vovoeveeeeeeeeeeeeeeeer e 24

3.3.1. SELECCION DE METODOS DE EXTRACCION DE NEMATODOS......... 24

3.3.2. OPTIMIZACION DEL METODO DE BANDEJA DE EXTRACCION DE

NEMATODOS PARA DETECCION MOLECULAR..........ccooovmveeeiererrereeenienrenes 27
3.4. SELECCION DEL METODO DE EXTRACCION DE ADN .......cccccoevivvirerrinn 30
3.4.1. SUSPENSION DE JUVENILES .......oovvieeieieieseeeeeseiesesseseeeniessssesnsensensennen, 30
3.4.2. METODOS DE EXTRACCION DE ADN.......coooueirieeerrieeeecesee e 30
3.4.3. ELIMINACION DEL ARN .....ooviiriereeeieeisiesseseseeensessessessesssssessesnesnsnsensenn, 33
3.4.4. EVALUACION DE LOS METODOS DE EXTRACCION DE ADN............ 33

3.5. ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES DE PCR PARA LA
AMPLIFICACION DEL MARCADOR SCAR PARA DETECCION MOLECULAR 34

3.5.1. ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES DE AMPLIFICACION... 34
3.5.2. VISUALIZACION DE LA AMPLIFICACION DE PCR ........coovvvrrerernrianes 35
3.6. ANALISIS ESTADISTICO ..ottt 36
3.6.1. SELECCION DE METODOS DE EXTRACCION DE NEMATODOS........ 36

3.6.2. OPTIMIZACION DEL METODO DE BANDEJA DE EXTRACCION DE

NEMATODOS PARA DETECCION MOLECULAR........ccoeveeveeereeeeeeeeeeenean, 36
3.6.3. SELECCION DEL METODO DE EXTRACCION DE ADN ........ccceoeune.. 36

IV. RESULTADOS Y DISCUSION .......ovvuriieiereceeeeeeseeeseeeseeseeses s 38
4.1. IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE LA POBLACION........c.ccoocvvvrrrnrinn, 38
4.3. SELECCION DE METODOS DE EXTRACCION DE ADN ......ccceooerrrercnnnnn, 42

4.3.1. ANALISIS DEL METODO DE EXTRACCION MINIPREPARACION ...... 43

4.3.2. METODOS DE EXTRACCION DE ADN........ccovviiricieeieeeeeereee e 45



4.4. OPTIMIZACION DEL METODO DE EXTRACCION DE NEMATODOS
PARA DETECCION MOLECULAR ... oo e e eeen e e aen e 48

4.4.2. PRUEBA DE AMPLIFICACION POR PCR PARA DETECCION
MOLECULAR ..o 51

4.5. ESTANDARIZACION DEL LAS CONDICIONES DE PCR PARA LA
AMPLIFICACION DEL MARCADOR SCAR PARA DETECCION MOLECULAR 52

V. CONCLUSIONES ... o4
VI. RECOMENDACIONES.........ooi s 95
VIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......c.ooiieieeeieeeeeeeee oo, 56
VI, ANEXOS ...t 63



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema del ciclo de vida de Meloidogyne Sp.. .....ccccvevveieiiene s, 6
Figura 2. Esquema de la cuticula de Nnematodos............ccceevvivieiieiiiic s, 7
Figura 3. Esquema del patron perianal de hembras de Meloidogyne Sp ........cccceevverereene. 8
Figura 4. Esquema de la morfologia de cabeza en machos de Meloidogyne spp.............. 10
Figura 5. Diagrama del cistron ribosomal en Meloidogyne SP.......cccccvevevieeieivieseevieesiene 16
Figura 6. Poblacion de M. incognita mantenida en invernadero...........cccccceeeveveveevirenenne. 23
Figura 7. Proceso de tamizZad0..........cccoreiirieiiniiiieieie e 25
Figura 8. Metodologia de bandeja de exXtraCCion...........cccooevrererniine e, 26
Figura 9. Pasos del método minibandeja.. .........ccccevveiiiieiecce e 29
Figura 10. Patrones perineales de hembras de la poblacién utilizada en este estudio....... 39
Figura 11. Forma de cabeza de machos de la poblacion. ... .40

Figura 12. Presencia de tierra en los 100cc finales obtenidos en los tres métodos de

EXEFACCION dE NEMALOAODS. ..ot e e e e e e e e eaaaens 42

Figura 13. Electroforesis de muestras de ADN obtenido por el método de

T LT o] =] == Tod o o SO RSP 44
Figura 14. Electroforesis del ADN obtenido por el método lisis de detergentes.. ............ 50

Figura 15. Amplificacién del ADN obtenido por el método minibandeja a distintas

concentraciones de ADN POI FEACCIAN. ........c.coviiiieiieiie i 53

Figura 16. Amplificacion por PCR de los tres tratamientos de optimizacion.................... 52



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Comparacion de distintas metodologias de extraccion de ADN de

Meloidogyne spp. usados en deteccion molecular............cccovevviievieie s

Tabla 2. Iniciadores elegidos para la identificacion de la especie Meloidogyne

1Tt | o] - USROS
Tabla 3. Programa de amplificacion para Mi-F/IMi-R...........c.cccceovviieiiiiie e
Tabla 4. Resultados de los tres métodos de extraccion de nematodos ............ccccevvrvrennne.
Tabla 5. Evaluacion del ADN obtenido por el método minipreparacion ............c.ccceeue.....
Tabla 6. Evaluacion del ADN obtenido por el método de proteinasa K ..........c.cccceeveeneen.
Tabla 7. Evaluacion del ADN obtenido por el método de lisis con detergentes. ...............

Tabla 8. Comparacion resumida de la evaluacién de los métodos de extraccion de
NI VT 7 o [0TSR

Tabla 9. Evaluacion de ADN obtenido del tratamiento con presencia moderada de

suelo (lavado con centrifugacion flotacion) ...........cccocoeiiiiicii i

Tabla 10. Evaluaciéon de ADN obtenido del tratamiento con ausencia de suelo

(MINTDANAEJA) ...ttt



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Flujograma de la metodologia experimental.............ccccoooivieviiiiiiiii e 65
Anexo 2. Métodos de extraccion nematodos de SUEIO.......c..eeeeeeeeeee e 66
ANex0o 3. Métodos de exXtraCcCion A& ADN.......ooooueiie ettt e et e e e e aeeenans 68

Anexo 4. Andlisis estadistico para métodos de extraccion de nematodos a partir de

IMUESTTAS 08 SUBTO. ..ottt e e ettt e e e e e e e e e ettt e e e e e e ee e eeeeens 71

Anexo 5. Andlisis estadistico de cada fase del método minipreparacion para extraccion

Anexo 7. Analisis estadistico de cada tratamiento de optimizacién del método de

EXEFACCION B NEMALOUOS. ... ettt e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eanees 76

Vi



RESUMEN

Meloidogyne sp. es uno de los géneros de fitoparésitos de mayor importancia econémica
mundial por parasitar a casi todas las plantas vasculares. Para lograr su deteccidén en campo
son necesarios dos pasos: extraer los nematodos del suelo y luego realizar la identificacion.
En el Peru para la deteccion en campo se utilizan marcadores morfoldgicos como técnica
de identificacion hasta nivel de especie, pero esta técnica es inexacta, costosa y laboriosa
para el procesamiento de muestras a gran escala. Frente a esto, se han desarrollado técnicas
moleculares basadas en el ADN que son robustas, sensibles y fiables, pero con uso
limitado para deteccion en el campo debido a que los protocolos usados de extraccion de
ADN suelen utilizar individuos purificados, lo que dificulta su aplicacion para el analisis
de grandes poblaciones. Para solucionar este problema, se han evaluado y optimizado
métodos para la extraccion de nematodos de Meloidogyne incognita provenientes de
muestras de suelo y para la obtencion de su ADN, con la finalidad de obtener protocolos
que puedan ser usados para la deteccion molecular que sean aplicables en el campo y
menos laboriosos que el método morfoldgico. Logrando finalmente la deteccion molecular
de M. incognita con el marcador SCAR MiF/MIR a partir de poblaciones de J2 obtenidas
utilizando el método de extraccion de nematodos de Baermann modificado aplicado a
raices provenientes de muestras de suelo, cuyo ADN fue extraido aplicando el método de
extraccion de lisis por detergentes. De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede afirmar
que la contaminacién por suelo es el principal obstaculo para lograr la deteccion molecular.

Palabras clave: Deteccion molecular, deteccion especifica, diagndstico molecular,

Meloidogyne sp., Meloidogyne incognita, marcador SCAR

vii



ABSTRACT

Meloidogyne sp. is one of the most economic important phytoparasites genus around de
world as it parasites almost all vascular plants. To achieve its detection at species level two
steps are necessary: extract nematodes from soil and the identification process. In Peru
morphological markers are used to achieve the identification in field, but this technique is
inaccurate, expensive, time demanding and does not allow process large scale samples.
Against this, several molecular techniques based on DNA have been developed for species
identification. These techniques are robust, sensitive and reliable, but with limited use for
field detection as DNA extraction protocols usually use purified individuals, fact that
makes difficult its application for large population analysis. In response to this problem, it
has been evaluated isolation methods for Meloidogyne incognita populations from soil
samples and methods to extract its DNA in aim to achieve succesful molecular detection,
seeking to obtain a protocol easier than the morphological method currently used. M.
incognita molecular detection was achieved with the specific SCAR marker MiF /MiR on
J2 populations separated using the modified Baermann nematode extraction method
applied to roots obtained from soil samples and the detergents lysis DNA extraction
method. Soil particles were the main source of contamination that hindered molecular

detection.

Key words: Molecular detection, specific detection, molecular diagnosis, Meloidogyne sp.,
Meloidogyne incognita, SCAR marker
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I. INTRODUCCION

El género Meloidogyne contiene a los principales nematodos fitoparasitos causantes de
plagas (Jones y Goto, 2011). Se caracterizan por ser endoparasitos obligados que infectan
un amplio espectro de plantas vasculares. Por lo que se les considera como el grupo de
parasitos de plantas de mayor importancia economica mundial (Sasser y Freckman, 1987),
con una amplia distribucion geogréafica en el Per(. Se han descrito a mas de 90 especies de
Meloidogyne sp., de las cuales tres son extremadamente infecciosas: M. incognita, M.
javanica y M. arenaria (Karajeh et al., 2010). Siendo en el Per( las especies de mayor
incidencia M. incognita y M. javanica, y en menor ocurrencia M. arenaria, M. hapla, M.
exigua (Amaya de Guerra, 1982; Vera, 2014) y M. ethiopica (Murga-Gutierrez et al.,
2012).

La deteccion de nematodos fitoparasitos permite un diagnostico fitopatoldgico preciso,
brindando informacion importante para la toma de muchas decisiones en el proceso de
produccion agricola (Qiu et al., 2006). Para lograr esta deteccion a nivel de especie es
necesario primero separar los nematodos del suelo y luego realizar la identificacion
respectiva, de ser posible antes que aparezca la sintomatologia y su consiguiente dafio a la
cosecha. El primer paso es el mas sencillo y no necesariamente requiere de un laboratorio o
personal especializado. La identificacion, por otro lado, puede llegar a ser complicada por
las caracteristicas variables que se presentan dentro y entre las especies. En respuesta a
esto, se han desarrollado varias técnicas de identificacion: morfoldgicas, bioquimicas y
moleculares, que brindan distintos niveles de informacién y que se complementan entre si
para lograr la descripcién de las distintas especies. Si bien esta gran cantidad de
informacidn es Gtil con fines taxondmicos, para lograr una deteccion efectiva en campo es
preferible usar en lo posible una sola metodologia de identificacién que sea rapida,

economica y fiable.

En el Peru se utiliza ampliamente el sistema morfométrico para el diagndstico en el campo
y con fines de investigacion. Sin embargo, el uso de soélo este sistema presenta como

falencias el alto nivel de variacién de los caracteres que discriminan entre especies y entre



las razas dentro de una especie. Ademas, en términos practicos, el tiempo prolongado que
requiere la realizacion de la prueba junto con la necesidad de personal altamente
especializado conlleva a que la identificacion tenga un alto costo econdémico. Por otro lado,
estos ensayos de diagnostico ademas de tomar meses en su relizacion pueden brindar
resultados sesgados, pues la identificacion se realiza a partir de una infeccion indirecta en
plantas susceptibles con la muestra de suelo, y no de un examen directo del mismo. En el
pais se ha realizado identificacion molecular de Meloidogyne sp. en casos aislados (Murga-
Gutierrez et al., 2012; Vera, 2014) para fines de investigacion, y no con un uso sistematico

en campo.

Las técnicas moleculares son consideradas robustas, sensibles, especificas y fiables en
detectar e identificar varias especies de Meloidogyne comparados con los métodos
morfoldgicos o bioquimicos (Onkendi et al., 2014). No se ve influenciada por el estadio de
desarrollo del nematodo (Taylor y Sasser, 1978), por lo que pueden diagnosticar en
distintas etapas de infeccion su presencia en campos de cultivo. No obstante, para que esto
sea posible, es necesario lograr la obtencion de ADN de nematodos de calidad suficiente

para lograr una amplificacion por PCR.

En la mayoria de trabajos realizados sobre analisis molecular por PCR para identificacion
de nematodos, utilizaron ADN purificado u obtenido de individuos aislados manualmente
y limpios de restos de suelo (Qiu et al., 2006; Blok y Powers, 2009). Esto es debido a que
hay presencia de inhibidores de la ADN polimerasa que conllevan en las particulas de
tierra que dificultan la amplificacion (Qiu et al., 2006). Sin embargo, el uso de este
aislamiento manual de nematodos limita su aplicacion para diagnostico en campo por ser
un procedimiento tedioso que no permite el procesamiento de gran cantidad de muestras, lo
que puede llevar a obtener resultados que no este representando a la poblacion de
nematodos del campo infectado al analizar pocos individuos por muestra de suelo.

Por lo que este trabajo propone como objetivo optimizar un protocolo para la obtencion de
ADN de M. incognita que permita la amplificacion en PCR, a partir de muestras de suelo.
Buscando establecer un protocolo desde el pre tratamiento de la muestra de suelo hasta la
obtencion de ADN de los nematodos, que pueda analizar varios individuos dentro de una
poblacion, y que sea eficiente para la eliminacion de inhibidores y con un costo
equiparable o menor a las técnicas actualmente usadas en el Peru. Para lograrlo se eligio

utilizar el estadio de vida J2 por su abundancia, la simplicidad de su obtencién a partir de



muestras de suelo y su delgada cuticula, de menor grosor en relacién a otros estadios de
crecimiento (Lee, 2002), que facilita una lisis celular con una menor contaminacion del
ADN resultante por parte los componentes de cuticula. Dentro de la investigacion se

tomaron como objetivos especificos:

- Seleccionar y optimizar una metodologia para la obtencién de nematodos M.
incognita provenientes de muestras de suelo.

- Seleccionar y optimizar un protocolo de extraccion de ADN a partir de J2 de M.
incognita aislados de muestras provenientes de suelo.

- Estandarizar las condiciones de la PCR para la amplificacion de un marcador
SCAR especifico que identifique M. incognita, que permita comprobar que el ADN

obtenido sea apto para deteccion molecular.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. IMPORTANCIA DEL GENERO

El género Meloidogyne (Goeldi, 1982) es el grupo de fitoparasitos de mayor importancia
econdmica mundial (Sasser y Freckman, 1987) debido a su modo de vida altamente
adaptable a los cambios ambientales, su amplia distribucion, y al hecho de que parasita a
casi todas las especies de plantas vasculares. Tiene ademas una alta tasa de desarrollo y
reproduccion, lo cual, resulta en la mayoria de casos en varias generaciones en un solo

periodo de cosecha.

Meloidogyne sp. invade la raiz del hospedero alterando su fisiologia, lo que puede llegar a
producir un dafio severo a la planta. Dafio que, a pesar de ser generalmente asintomatico en
los productos cosechados, en la planta hospedera se puede expresar como retraso en el
crecimiento en distintos grados, falta de vigor y marchitez bajo estrés hidrico. El panorama
empeora si el producto econdmico es la raiz, como en el caso de la papa, que disminuye la
calidad y el rendimiento del cultivo (Moens et al., 2009). Mas alla de su movimiento
propio, los nematodos se dispersan con gran facilidad a través de todo lo que se mueva y
pueda llevar particulas de suelo a corta distancia (como equipo agricola, la irrigacién, las
patas de los animales, etc.); y a larga distancia principalmente por los productos agricolas y

las plantas de los viveros (Agrios, 2010).

La especie del nematodo y del hospedero, la rotacion de cultivos, la temporada vy el tipo de
suelo son los principales factores que determinan el grado de dafio y de pérdidas
econdmicas. En promedio, estos efectos son mayores en las regiones tropicales que en las
templadas debido a que existe una mayor diversidad del patogeno, condiciones ambientales
favorables para su ciclo bioldgico, y falta de recursos humanos, técnicos y financieros para

combatir la plaga. (Moens et al., 2009).

Se han descrito mas de 90 especies de Meloidogyne, de las cuales tres son las mas

agresivas en los cultivos a nivel mundial: M. incognita, M. javanica y M. arenaria



(Karajeh et al., 2010). Este género tiene una amplia distribucion geogréfica en el Perd,
infectando principalmente arbustos y cultivos horticolas en los terrenos arenosos y pobres
de nutrientes de la costa™ La especie de mayor incidencia es M. incognita, seguida por M.
javanica, y en menor ocurrencia M. arenaria, M. hapla, M. exigua (Amaya de Guerra,
1982; Herrera, 1982; Vera, 2014) y M. ethiopica (Murga-Gutierrez et al., 2012). El
impacto de Meloidogyne sp. en la agricultura nacional aln no esta plenamente estudiado

en parte por las dificultades para lograr una identificacion de especie precisa.

2.2. CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE
2.2.1. CICLO DE VIDA Y PARASITISMO

Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 es un endoparasito
obligado, como todos los miembros de este género, que sélo tiene movilidad en los
primeros estadios de vida cuando parasita las raices de plantas vasculares. Su ciclo vital
esta estrechamente relacionado a su interaccion con el hospedero y a su ciclo parasitario
(Figura 1). Los huevos de Meloidogyne sp. se encuentran encerrados en una masa
gelatinosa depositada en la superficie de las raices agalladas. Dentro del huevo tienen la
primera muda, pasan del primer estadio de juveniles (J1) al segundo (J2) antes de
eclosionar. La eclosién es un proceso conducido por la humedad y la temperatura, y ocurre
sin requerir la estimulacion de raices de plantas. Una vez libre, el juvenil J2 es el Unico
estadio infectivo y migratorio, esto le permite buscar a un hospedero moviéndose
libremente por el suelo e infectar tanto las raices ya infectadas cercanas como a nuevas
raices. El juvenil J2 puede sobrevivir en estado inactivo en el suelo por periodos extensos
de tiempo tan solo consumiendo reservas de comida que guardan en el intestino, pero su
capacidad infectiva se va reduciendo conforme estas reservas se van agotando (Karssen y
Moens, 2006; Hunt y Handoo, 2009).

Cuando el juvenil J2 es atraido hacia una raiz, la penetra utilizando su estilete y libera
enzimas degradadoras de las paredes celulares. Luego migra intercelularmente por entre las
células corticales hacia la punta de la raiz hasta llegar al cilindro vascular de la planta,
desde donde induce la rediferenciacion, de cinco o siete células parenquimaticas, en células

de alimentacion hiperatrofiadas multinucleadas. Estas células gigantes tienen como Unico

! Canto, M. 2012. Incidencia de M. incognita en el Per( (entrevista). UNALM, Lima, Peru.
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fin suplir de nutrientes al nematodo hasta que llegue a reproducirse (Hunt y Handoo,
2009).

Solo después de infectar el tejido vascular del hospedero pasa a su fase sedentaria endofita,
pasando por cuatro mudas: J3, J4 y adulto. Los estadios juveniles y de macho adulto tienen
un cuerpo filimiforme y solo consumen las reservas de su intestino sin alimentarse, en
cambio la hembra adulta presenta un cuerpo en forma de una pera, es de color blanco perla

(Figura 1) y consume los nutrientes de la planta.

Adulto

d—b@
R N

huevos

Ito con /
¥

dulto deja la
raiz
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Figura 1. Esquema del ciclo de vida de Meloidogyne sp. No se ilustra el J3.
FUENTE: Decraemer y Hunt (2006), traduccion propia.

Generalmente cuando el alimento es abundante la mayoria de las larvas se desarrollan
como hembras, cuando escasea, por ejemplo cuando hay un alto indice de infeccion o el
hospedero envejece, un gran porcentaje de larvas se vuelven machos. Incluso, muchos
juveniles llegan a tener una regresion completa o parcial hacia macho bajo condiciones
ambientales desfavorables, resultando en adultos con caracteristicas intersexuales (Herrera,
1982). M. incognita se reproduce normalmente por partenogénesis mitdtica (Abad et al.,
2008), por lo que la aparicién de machos parece ser un mecanismo de sobrevivencia para
asegurar diversidad genética por recombinacion para producir una progenie hibrida (Jones
y Goto, 2011).



2.2.2. MORFOLOGIA

Su organizacion corporal esta conformada por:
a. Cuticula

La cuticula es una capa externa que actia como un exoesqueleto flexible conformada
principalmente por carbohidratos, glicoproteinas y moléculas de colageno (Figura 2). La
cantidad y distribucion de sus componentes alrededor del cuerpo van variando a lo largo de
su ciclo de vida, lo que permite que la cuticula tenga una funcionalidad diferenciada segun
el estadio de vida del nematodo y explica la variacion del grosor de la cuticula durante su
ciclo de vida. (Lee, 2002).

(Eisenback y Hunt, 2009) observaron en M. javanica que en J1 primero aparece una capa
externa de lipoproteinas a partir de la cual se forma la cuticula. Esta tiene un grosor en J2
de 0.2 a 0.4 um y estd conformada por tres capas: cortical, media y basal. La de los machos
es 1.5 um de espesor y también tienen estas tres capas. La cuticula de la hembra es de 4 a

6 pum de espesor, y es la mas gruesa a pesar de solo tener capa cortical y basal.
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Figura 2. Esquema de la cuticula de nematodos.
FUENTE: Lee (2002), traduccién propia.

En J2 la cuticula superficial esta formada principalmente de carbohidratos y proteinas que

cubren el cuerpo en una capa continua, en el género Meloidogyne sp. se han visto también



moléculas de colageno junto con otras cadenas de polipéptidos entrecruzados. En M.
incognita se ha encontrado una distribucién diferenciada de colageno (76 kDa) alrededor
del cuerpo segun el estadio de vida, en J2 y machos se distribuye en tres partes a modo de
anillos alrededor del cuerpo, lo que permite movilidad, en cambio en las hembras
sedentarias se distribuye uniformemente alrededor de todo su cuerpo formando una capa
continua (Lee, 2002).

La capa externa de la cuticula también presenta una ornamentacion diferenciada entre
género y especies, la ornamentacion de la region del perineo de la hembra (entre la vulva y
la vagina) permite la identificacion de especie al generar los denominados ‘“patrones
perineales” (Figura 3). Este patrén es considerado un marcador morfoldgico importante del
grupo Meloidogyne, siendo uno de los principales pilares de la taxonomia del género sobre

el cudl que se ha basado la descripcidn de todas sus especies (Hunt y Handoo, 2009).
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Figura 3. Esquema del patrén perianal de hembras de Meloidogyne sp.
FUENTE: Eisenback et al. (1981).

b. Epidermis

La epidermis cubre el cuerpo, y es la responsable de toda la arquitectura del nematodo a lo
largo de su vida. Secreta la cuticula y tiene las funciones de proteccion, excrecion y
regulacion homeostatica (Lee, 2002; Eisenback y Hunt, 2009; Brusca y Brusca, 2005). Es
celular, y se engrosa en los cordones longitudinales, dorsales y laterales, dentro de los

cuales se alojan los cordones nerviosos longitudinales (Decraemer y Hunt, 2006).



c. Mdusculos

Existe tan solo una capa de musculatura somatica orientada de manera oblicua y
longitudinal debajo de la epidermis. EI movimiento sinusoidal de los nematodos se da por
una contraccion alternada de la musculatura ventral y dorsal (Decraemer y Hunt, 2006;

Brusca y Brusca, 2005).

d. Pseudoceloma

Esta cavidad es una estructura secundaria que carece de mesenterio, rodeada por los
musculos somaticos y la lamina basal que cubre los cordones epidérmicos. Se encuentra
llena de fluido, dentro del cual flotan los 6rganos internos que conforman el sistema
digestivo y el aparato reproductor (en hembras y machos) (Decraemer y Hunt, 2006;
Eisenback y Hunt 2009).

e. Cabeza

En la cabeza en machos se encuentran muchos caracteres morfométricos utilizados para la
descripcion e identificacion de especies (Figura 4). Estd compuesta por una capsula
cefalica y una region de la cabeza (o anillo post labial). La region de la cabeza puede estar
parcialmente subdividida por anillos. La capsula cefalica tiene un disco labial
relativamente grande que estd fusionado en cuatro labios mediales. Hay seis sensilias
labiales interiores alrededor de la abertura oral y hay una sensilia cefalica en cada labio
medial. Tiene dos hendiduras que permiten el paso de los anfidios, excavaciones de la
cuticula que se presumen quimiorreceptores y estan provistas de una glandula y de
terminaciones nerviosas, que se localizan entre el disco labial y el lateral. Estos labios
laterales pueden estar ausentes o reducidos en algunas especies. La cabeza cefélica y el
estilete estan bien desarrollados, la distancia del orificio de la glandula dorsal esofagica a
la base del estilete (DGED) esta localizada detras de los lébulos del estilete, estos 16bulos
tienen la misma forma redondeada en hembras. En las hembras el estilete es mas pequefio
y el DGED es mas corto. La cabeza no se separa tan distintivamente del cuerpo, su cabeza

cefélica es mas delicada pero se nota su presencia (Decraemer y Hunt, 2006).
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FUENTE: Eisenback et al. (1981)
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2.2.3. SINTOMATOLOGIA

Meloidogyne sp. invade la raiz del hospedero alterando la fisiologia de sus células para
poder reproducirse y alimentarse en ellas, lo que deviene en la formacion de agallas con
forma de ndédulos en las raices. Esta formacion de nddulos caracteristicos es el principal
sintoma, por los que se les conoce comiunmente como ‘“nematodos noduladores” o

“nematodos agalladores”.

Los sintomas en la parte aérea de la planta pueden ser similares a cualquier otro problema
de raiz y puede ser asintomatico en los productos cosechados. El efecto més aparente del
parasitismo de nematodos sobre la planta es una reduccion general del crecimiento. Los
nematodos reducen el crecimiento de las plantas debido a que destruyen la estructura de las
células y consumen su contenido, interfiriendo en los procesos fisiolégicos normales y
modificando la expresion genética en la planta hospedante. Ademas, los sintomas
asociados al parasitismo, a menudo son marchitez temporal y aparentes deficiencias
nutricionales en las hojas; manifestaciones de alteraciones en dos funciones radicales
basicas como son la absorcion de agua y la nutricion mineral (Vera, 2014; Moens et al.,
2009)
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2.3. DETECCION DE NEMATODOS A NIVEL DE ESPECIE EN Meloidogyne sp. A
PARTIR DE MUESTRAS DE SUELO

La deteccidn de nematodos fitoparasitos en muestras de suelo permite conocer la presencia
de las especies que infectan un campo, al juntar esta informacién con el conocimiento del
tamafio de poblacion de cada una de las especies detectadas se obtiene un diagndstico
preciso importante para la toma de muchas decisiones agricolas (Qiu et al., 2006). Para
lograr esta deteccidn son necesarios dos pasos: extraer los nematodos del suelo y realizar

la identificacion de especie.

El primer paso es el més sencillo, existe numerosa bibliografia sobre el tema y no
necesariamente requiere de un laboratorio o personal especializado, por lo que es
facilmente replicable. EI método de obtencion de nematodos puede ser directo o indirecto y
dependera del estadio de vida requerido ademas del tipo de muestras, que pueden ser suelo
o0 alguna parte de la planta infectada. Entre los métodos mas comunes estan el tamizado, la
maceracion de raices/hojas, la incubacion, la centrifugacion-flotacion y la bandeja de
extraccion (Van Bezooijen, 2006; Coyne et al., 2007). Para una deteccién mas precisa es
deseable procesar la mayor cantidad de muestras de suelo posible debido a que los
nematodos no suelen estar distribuidos de forma uniforme en el campo, sino mas bien

agrupados en forma de “parches”(Coyne et al., 2007).

El segundo paso en cambio requiere de material y personal especializado en técnicas de
identificacion. Lograr la identificacion a nivel de especie del género Meloidogyne sp. es
una tarea dificil debido a la morfologia conservada, la morfométrica variable, los efectos
del hospedero, la variacion intraespecifica, la existencia de especies cripticas y la aparicion
de un abrumador nimero de nuevas especies descritas con relaciones dudosas entre si, e
incluso sin un método de diagndstico claro de las mismas. Existe un problema de
definicion de “concepto de especie” entre las especies de este género que se reproducen
predominantemente de manera partenogénica, como M. incognita. Por estas razones se
prefiere el uso de diferentes técnicas de identificacion a la vez que permitan obtener mas
informacién en el estudio de poblaciones mixtas y/o en la deteccion de especies raras:

morfoldgicas, bioquimicas y moleculares (Hunt y Handoo, 2009).
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2.3.1. TECNICAS DE IDENTIFICACION DE ESPECIE

Dentro de la identificacion morfoldgica, el patron perianal de la hembra fue tomado
inicialmente como una de las caracteristicas de diagndstico mas Utiles, y en él que se basa
la descripcion de multiples especies Otros caracteres morfométricos que se usan, son la
forma y medidas de la region labial, morfologia del estilete en hembras, machos y J2, y la
longitud y forma de la cola del J2 (Hunt y Handoo, 2009). Sin embargo, la variabilidad
intraespecifica de estos patrones no permitio definir claramente las especies, hasta la

aparicion de las metodologias bioquimicas y moleculares.

Entre los métodos bioquimicos se encuentran los de isozimas y el uso de anticuerpos. En el
género se ha observado una estabilidad relativa de los fenotipos de isozimas, pero la
ocurrencia de variantes intraespecificas y la dificultad de resolver las variantes de tamafio
entre especies ha hecho necesario el uso de mas de un solo sistema de enzimas para la
identificacion de algunos individuos. Por otro lado, el uso de anticuerpos como
herramientas de diagnostico de Meloidogyne spp. se ha visto limitado a pocas muestras en
algunas especies (M. javanica, M. arenaria, M. incognita, M. chitwoodi y M. fallax),
generalmente superado por el diagnostico molecular ante la falta de anticuerpos altamente

especificos (Blok y Powers, 2009).

Los métodos moleculares usados en nematodos para la deteccion y diagnéstico usualmente
se basan en estudios de los acidos nucleicos. Tienen como ventajas la relativa simplicidad
de aplicacién en laboratorio, la facilidad de obtencion de ADN vy la practicidad de
almacenamiento de la solucion de ADN para futuros analisis, ademéas de su potencial
aplicacion en todos los estadios de vida y en poblaciones mixtas (Powers, 2004). Motivos
por los cuales el andlisis de ADN también ha sido ampliamente utilizado en sistematica de

nematodos (Karajeh et al., 2010).

Todas estas metodologias tienen ventajas y desventajas, y se consideran en realidad
complementarias pues cada una brinda un nivel diferente de informacion para la
descripcion de la especie. Sin embargo, en términos préacticos, para lograr una deteccion
efectiva en campo se busca usar en lo posible una sola metodologia de identificacion que

sea rapida, econdmica y fiable.
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2.3.2. TECNICAS DE IDENTIFICACION DE ESPECIE USADAS EN EL PERU

En el Peru se utiliza ampliamente el sistema morfométrico para lograr la identificacion de
especies en campo y para fines de investigacion. Sin embargo, como ya se menciond, el
uso de solo este sistema presenta como falencias el alto nivel de variacion de sus caracteres
descriptivos entre especies y entre las razas dentro de una especie. En términos practicos,
el tiempo prolongado que requiere la realizacion de la prueba junto con la necesidad de
personal altamente especializado conlleva a que la identificacion tenga un alto costo
econdémico, lo cual es un limitante para realizar nuevas investigaciones al no poder
analizarse un gran numero de muestras que sean representativas de una region determinada
(Qiu et al., 2006).

Los ensayos de diagndstico usados actualmente en el pais pueden durar entre una semana y
dos meses y medio. Si la infeccion en campo esta suficientemente avanzada para poder
extraer hembras, machos y juveniles de las raices infectadas, puede realizarse el montaje y
analisis de estos especimenes bajo el estereoscopio para evaluar los caracteres
morfométricos. Este proceso puede durar una semana. De no encontrarse estos epecimenes
en la muestra de campo, es necesario realizar un ensayo de infeccién en plantas
susceptibles a partir de las muestras de suelo y mantenerlo hasta llegar al estado parasitario
deseado. Este proceso de infeccién demora al menos dos meses y lleva a una identificacion

con resultados sesgados al provenir de un analisis indirecto del suelo.

También, se han realizado trabajos de investigacion para utilizar métodos moleculares de
identificacion del género Meloidogyne: aplicando amplificacion de iniciadores especificos
(Vera, 2014) y secuenciacion (Murga-Gutierrez et al., 2012).

2.4. EXTRACCION DE NEMATODOS DEL SUELO

La extraccion de nematodos de suelo puede hacerse de manera directa o indirecta. La
manera directa es la mas simple: la muestra se sumerge en agua y luego se seleccionan los
nematodos manualmente bajo el microscopio, o bien se extraen diseccionando la raiz
infectada. Sin embargo, este es un trabajo tedioso para muestras grandes y humerosas, por
lo que los métodos mas usados son los indirectos ya que permiten obtener mayor cantidad
de nematodos del suelo en un solo paso. Los métodos indirectos usan tres propiedades para

separar los nematodos del medio donde se encuentra, ya sea sustrato, medio de crecimiento
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o alguna parte de la planta infectada. Pueden usar una o méas dependiendo del tipo de

muestra y el uso que se le va a dar a los nematodos (Van Bezooijen, 2006):

- Peso o tasa de sedimentacion: Se pueden separar por decantacion a las particulas
que se asienten mas rapido que los nematodos. Es la base de métodos de elutriacion
y los que usan liquidos de gravedad especifica mayor que los nematodos
(centrifugacion flotacion).

- Tamafio y forma: Separan los nematodos usando tamices.

- Movilidad: Aprovechan el movimiento de los nematodos, estos se mueven de la
muestra al agua y pueden ser recabados en suspension (técnica de Baermann y los

derivados de él).

La seleccion del método a usar depende de las condiciones y materiales disponibles, el tipo

de muestra y del tipo de nematodos de la misma (Coyne et al., 2007).

2.4.1. BANDEJA DE COBB O TAMIZADO

Este método indirecto usa la diferencia de tamafio, forma y tasa de sedimentacion entre los
nematodos y las particulas de suelo. Se mezcla la muestra vigorosamente con agua para
separar los nematodos de las particulas de suelo, una vez que las particulas se han asentado
la suspension de nematodos resultante se separa por decantacion y se tamiza por tamices de
distinto tamafio de poro con el fin de separar los nematodos de sustrato. El tamiz final
siempre es el de menor tamafio de poro para colectar a los nematodos. De ser necesario, la

suspension resultante se deja decantar o se concentra (Van Bezooijen, 2006).

Su principal ventaja es que permite la extraccion de todo tipo de nematodos, por lo que es
recomendable para extraer nematodos de gran tamafio y aquellos de movimiento lento.
Entre sus desventajas se observa que los nematodos pueden posarse con las particulas de
suelo si el suelo no esta bien disperso, ademas, los nematodos se dafian con facilidad al

pasar entre tantos tamices y requiere equipamiento mas especializado (Coyne et al., 2007).
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2.4.2. CENTRIFUGACION FLOTACION

Esta metodologia indirecta se basa en la diferencia de gravedad especifica entre los
nematodos Yy otras fracciones de la muestra. Cuando la muestra es suspendida en un fluido
con una gravedad especifica mayor a la de los nematodos, los nematodos flotan, mientras
que particulas con gravedad especifica mayor al fluido se hunden. Usualmente se usa para
tratar muestras pre extraidas por otros métodos con la finalidad de concentrar y limpiar la
suspension de nematodos. Puede tener dos pasos: en el primero la suspension de
nematodos, es centrifugada y se rescata el precipitado que contiene nematodos y particulas
de suelo; en el segundo, este sedimento se vuelve suspende en un fluido de extraccion y se
vuelve a centrifugar, los nematodos se encuentran en el sobrenadante, y este es pasado por
un tamiz para eliminar el fluido de extraccion. El primer paso es opcional, y su uso
dependera de la muestra y del objetivo por el que se obtiene la suspension resultante (Van
Bezooijen, 2006; Sarah y Boisseau, 2008).

La ventaja de este método es que extrae todo tipo de nematodos, vivos y muertos, y en
cualquier estadio de crecimiento presentes en la muestra. Esta falta de selectividad puede
convertirse en desventaja si solo se desea obtener nematodos vivos 0 una especie 0 estadio
especifico. Sus desventajas son que el fluido de extraccion puede llegar a dafar la forma y
vitalidad de los nematodos, ademéas de ser una técnica que requiere equipamiento mas

especializado (Van Bezooijen, 2006).
2.4.3. BANDEJA DE EXTRACCION O TECNICA DE BAERMANN MODIFICADA

Es una modificacion de la técnica de embudo de Baermann y funciona bajo el mismo
principio de esta: movilidad de los nematodos. La muestra de suelo se coloca sobre un
papel (que actia como filtro para las particulas de suelo) dentro de un tamiz de malla de
poro medio, y se introduce dentro de un recipiente con agua a un nivel que humedezca el
suelo pero no lo cubra. Luego de dos a tres dias se extraen los nematodos desde la
suspension obtenida en el recipiente contenedor, ya sea por decantacion o utilizando

tamices.

Este método presenta como ventaja ser una técnica simple que no requiere equipamiento
especial, por lo que es facil de adaptar a cualquier circunstancia utilizando material
disponible localmente. Se consigue extraer una amplia variedad de nematodos mdviles, no

obstante, aquellos de gran tamafio y/o con movimiento lento no son bien extraidos. Entre

15



sus desventajas esta que las suspensiones a partir de suelo pueden salir sucias, sobre todo si
el suelo es arcilloso, y que la proporcién de nematodos obtenidos varia segin la
temperatura ambiental de trabajo. La eficiencia de extraccion es mayor en muestras
pequefias, y decrece exponencialmente al aumentar el tamafio de muestra debido a la
muerte de los nematodos por acumulacion de metabolitos y microorganismos, y la falta de
oxigeno en la parte baja de la muestra (\Van Bezooijen, 2006; Coyne et al., 2007).

2.5. DETECCION MOLECULAR
2.5.1. DETECCION MOLECULAR EN Meloidogyne sp.

Los métodos utilizados en diagndstico molecular de nematodos basados en el ADN son
considerados robustos, sensibles, especificos y fiables para detectar e identificar varias
especies de Meloidogyne sp. comparados con los métodos morfologicos o bioquimicos
(Onkendi et al., 2014).

La amplificacidon del ADN es la base de la identificacion molecular basada en el analisis de
ADN, puede llevarse a cabo por técnicas basadas en la reacciéon en cadena de polimerasa
(PCR) y mas recientemente por amplificacion isotérmica mediada por lazo (LAMP).
Actualmente, dentro del ADN nuclear ribosomal (ADNr) (Figura 5) se encuentran los
marcadores moleculares mas empleados en la sistematica de Meloidogyne sp., que
incluyen a las sub unidades 18S y 28S, y las altamente variables regiones espaciador
transcrito interno (ITS) y espaciador inter génico (IGS). Dentro de las regiones
ribosomales se han buscado obtener también “codigos de barras” y también se han
estudiado diferentes genes nucleares principalmente para analizar la evolucion del género
(Powers, 2004; Adams et al., 2009).
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Figura 5. Diagrama del cistron ribosomal en Meloidogyne sp
FUENTE: Vera (2014)

PCR es el método mas usado de amplificacion de ADN ya que permite multiplicar
exponencialmente un pequefio fragmento de ADN con el objetivo de incrementarlo hasta

niveles detectables (Vera, 2014). Es un procedimiento que reproduce en el laboratorio el
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proceso esencial de replicacion del material genético de la célula para lo que requiere de un
molde de ADN (plantilla) que contiene la region a amplificar, un par de iniciadores que
flanquean esta region y una ADN polimerasa termoestable. Los métodos de identificacion
en Meloidogyne sp. basados en PCR incluyen: polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP), amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RAPD), polimorfismo en
la longitud de fragmentos amplificados (AFLP), sondas de ADN microsatélite y satélite,
iniciadores especificos de secuencias caracterizadas de la region amplificada (SCAR), PCR

en tiempo real y analisis de alta resolucién de fusion (HRM) (Onkendi et al., 2014).

Tanto AFLP y RFLP requieren un digestién enzimatica, junto a los microsatélites y
satélites fueron las primeras técnicas usadas. Los RAPD, al igual que los cuatro métodos
antes mencionados, distinguen la especie en bases de patrones caracteristicos vistos en un
gel de electroforesis. Sin embargo se ha visto que no es un método suficientemente
consistente para realizar una identificacion rutinaria presumiblemente porque requiere
grandes cantidades de ADN (Adam et al., 2007). Los marcadores SCAR para identificar
especies han sido obtenidos en Meloidogyne sp. por la conversion de un Unico producto de
RAPD en un sitio de secuencia marcada. Se puede observar su polimorfismo como la
presencia o ausencia de la banda de amplificacion del iniciador (Agarwal et al., 2008;
Adams et al., 2009). La PCR en tiempo real permite aumentar la sensibilidad y
especificidad de la identificacién, teniendo la posibilidad de identificar y cuantificar de
forma simulténea varias especies a la vez en un corto periodo de tiempo (Onkendi et al.,
2014). Se han logrado identificar a algunas especies del género usando distintos tipos de
pruebas para cada una (Oliveira et al., 2011), pero no se ha aplicado ain como método de
diagndstico a gran escala. El analisis HRM aplicado al género esta recién en sus pruebas
iniciales, y aun no hay pruebas que puedan distinguir fiablemente las distintas especies que

lo conforman (Holterman et al., 2012).

Las ventajas de estos métodos son su simpleza, el no estar limitados a un solo estadio de
desarrollo y poder detectar varias especies a la vez al aplicar multiplex PCR (Blok y
Powers, 2009). Entre sus desventajas se ven que algunos marcadores inespecificos tienen
baja sensibilidad, pobre visibilidad de banda en algunos casos, la falta de reproducibilidad
entre distintos laboratorios y la necesidad de grandes cantidades de ADN en algunos

protocolos para obtener resultados (Adam et al., 2007).
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Otro tipo de identificacién molecular que utiliza también a la PCR en sus pasos iniciales es
la basada en secuenciacion. Esta técnica suele secuenciar fragmentos del ADN ribosomal
ya gque provee una buena plantilla para el trabajo de PCR debido la alta variabilidad dentro
del género comparado con otras regiones como 28S D2/D3, permitiendo obtener
secuencias diferenciadas segun distintas especies. Las secuencias donde ocurre mayor
variacion son las que codifican 18S, 28S (26S) y 5.8S, y por eso son las mas utilizadas
(Onkendi et al., 2014)

LAMP es un método de amplificacion mas reciente desarrollado en el 2000 por Eiken
Chemical Company Ltd. Requiere una ADN polimerasa con actividad en desplazamiento
de hebra y un set de seis iniciadores. Tiene como ventajas respecto a la PCR tradicional
que no requiere una gradiente de temperaturas y que la amplificacion puede usar un ADN
plantilla no necesariamente pre-procesado, es decir, sin la necesidad de realizar un proceso
previo de extraccion. Al ser una metodologia nueva existen pocos trabajos aplicativos al
género, de Niu et al. (2011) y Niu et al. (2012).

2.5.2. DETECCION MOLECULAR EN M. incognita

Los primeros intentos de identificacion de la especie datan de 1993. (Powers y Harris,
1993) disefiaron iniciadores para amplificar la region entre el gen mitocondrial que
codifica la subunidad Il de la citocromo oxidasa y los iniciadores 16S rARN. El
amplificado resultante requeria una digestion enzimética posterior para lograr identificar
M. incognita junto a otras cuatro especies al ser un marcador RFLP. Paralelamente, (Cenis,
1993) amplificé productos RAPD en dos reacciones separadas llegando a producir bandas

que diagnostiquen especies en la mitad de sus pruebas.

Williamson et al. (1997) obtuvo el marcador SCAR MIGF/MIGR a partir de un fragmento
de amplificado del iniciador RAPD OPA-01 en M. hapla, marcador que logré identificar al
grupo de especies: M. incognita, M. arenaria y M. javanica. El descubrimiento fortuito de
este par de iniciadores fue muy importante porque detectan a las tres principales especies
del género Meloidogyne, grupo denominado MIG a partir de la publicacion de esta
investigacion. En ese mismo afio, Zijlstra (1997) logré obtener patrones moleculares
especificos que identifican a M. incognita, M. hapla, M. chitwoodi y M. fallax a partir de
secuencias del ADNr-ITS y propuso una metodologia para distinguir estas cuatro especies

a la vez usando multiplex PCR. Zijlstra et al. (2000) lograron identificar iniciadores
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SCAR especificos para M. incognita (Finc/Rinc), M. javanica (Fjav/Rjav) y M. arenaria
(Fjav/Rjav) a partir de bandas amplificadas por los marcadores RAPD OPA-1245, OPB-
061200 Y OPA-01700. Al afio siguiente, Dong et al. (2001) desarroll6 también marcadores

SCAR especificos para estas tres especies y uno adicional para M. hapla.

Pareciera ser que todos los marcadores especificos se encuentran dentro del ADNr, no
obstante Tesafova et al. (2003) lograron obtener un marcador para M. incognita a partir de
la secuencia SEC1 de una proteina de la glandula esofagica siendo uno de los primeros

intentos exitosos de obtener un marcador en un gen no ribosomal ni mitocondrial.

Meng et al. (2004), disefiaron iniciadores SCAR especificos a partir de marcadores RAPD
para las tres especies del grupo MIG, nombrando MiF/MIR el par de iniciadores
identifican a M. incognita. Adam et al. (2007) incluyeron al marcador MiF/MiR dentro de
una clave de diagnostico molecular propuesta para distinguir distintas especies del género,
y a partir de esa fecha maltiples autores han utilizado este par de iniciadores (Devran y
Sogiit, 2009; Hu et al., 2011; Garcia y Sanchez-Puerta, 2012; Vera, 2014; Daramola et al.,
2015) hecho que demuestra la alta reproducibilidad y especificidad del marcador.
MiF/MiR es un iniciador secuencia especifico que identifica un locus genéticamente
definido dentro del ADN ribosomal 18S del nematodo y su uso tiene como ventaja
adicional, que potencialmente puede utilizarse junto a otros pares de iniciadores en
reacciones multiplex para lograr la identificacién de varias especies con una sola reaccion
de PCR (Adams et al., 2009).

2.6. EXTRACCION DE ADN DE NEMATODOS EN Meloidogyne sp.

Existen muchos protocolos de extraccion de ADN descritos previamente, los cuales varian
porque utilizan como muestra un solo individuo J2 o un conjunto de ellos; individuos
machos o hembras. Para identificacion molecular de nematodos se han usado generalmente
protocolos de extraccion de ADN a partir de individuos aislados manualmente y limpiados
previamente al inicio del proceso de extraccion o afiadiendo un paso de purificacion de
ADN posterior a la extraccion (Qiu et al., 2006; Blok y Powers, 2009). Pocos autores han
buscado establecer protocolos de extraccion de ADN a partir de comunidades enteras de
nematodos del suelo para deteccion molecular por PCR debido a que la amplificacion del
ADN obtenido a partir de extractos de suelo se ve dificultada por la presencia de

inhibidores de la ADN polimerasa provenientes del sustrato (Qiu et al., 2006). La
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necesidad de eliminacién de estos inhibidores hace que el pre tratamiento de muestra y los
pasos de separacion de contaminantes del ADN dentro del protocolo de extraccion cobren
importancia para poder lograr el analisis molecular de poblaciones provenientes de suelo,

factores que se analizaron al comparar los distintos protocolos de extraccion (Tabla 1).

Las metodologias de extraccién en Meloidogyne sp. se pueden clasificar por el tipo de
disrupcion celular que utilizan: enzimética (proteinasa K), mecénica (molienda) o quimica
(NaOH vy fenol con detergentes). Todas las metodologias presentadas en la Tabla 1 tienen
en comun el uso de una alta concentracion de reactivos que permitan la denaturalizacién y
eliminacion de proteinas por ser estas la principal fuente de contaminacion proveniente del
nematodo. Entre estos autores, Qiu et al. (2006) es el unico que ha logrado una deteccion
exitosa a partir de extractos de nematodos obtenidos directamente de suelo utilizando en
conjunto una disrupcion mecanica y enzimatica, sin embargo el ADN resultante no fue
estable pues se degrada si no es refrigerado a -80°C inmediatamente después de su

obtencion.
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Tabla 1. Comparacién de distintas metodologias de extraccién de ADN de Meloidogyne spp. usados en deteccion molecular

Autor

Muestra

Disrupcion celular

Amortiguador de extraccién

Eliminacion de contaminantes

Karajeh et al.
(2010)

McClure et al.
(2012)

Lambshead et
al. (2009)
Floyd et al.
(2002)

Randig et al.
(2001)

Qiu et al.
(2006)

Jaramillo-
Pineda et al.
(2015)

Cientos de juveniles
10-15 masas de huevos
10 hembras

Extraccién manual

10 juveniles

Extraccion manual

Adultos y juveniles
Extraccion manual
Adultos y juveniles
Extraccion manual

Adultos y juveniles

Extraccion manual

Miles de juveniles
Embudo de Baermann

Miles de juveniles

Embudo de Baermann

Molienda con micropistilo en

amortiguador de extraccion

Corte por la mitad e incubacidn en
amortiguador de extraccion a 60°
durante 1 hora
Incubacién en amortiguador de
extraccion a 65° durante 2 horas
Incubacion en 20uL de NaOH
0,25M a 95°C por 3 minutos
Molienda con pipeta de pasteur
(punta tapada) en amortiguador de
extraccion
Molienda con alfiler entomolégico
en amortiguador de extraccion y
shock de frio a -70°C

Fenol: cloroformo (5:1)

250 mM Tris-HCI, pH 8.0; 250 mM NacCl; 50
mM EDTA; 0.5 % SDS; 2.5 % (-

mercaptoetanol

10 mM Tris, pH 8.2; 2.5 mM MgCl,; 50 mM
KCI; 0.45 % tween 20; 0.05 % gelatin; 60 pg/ml
proteinasa K
0.2 M NaCl, 0.2 M Tris-HCI, pH 8.0, 1 % g-
mercaptoetanol y 800 pg/ml proteinasa K
1M HCI, 0.5 mM Tris-HCI pH 8.0 y 2 % Triton
X-100

0.1 mM Tris-HCI, pH 8.0; 50 mM EDTA, 1 %
SDS, 0.17M NaCl; 50 pg/ul de proteinasa K

10 mM Tris HCI, pH 8.3; 50mM KCI; 156mM
MgCl,; 0.1% Triton X-100; 0.01% gelatin,
90ug/ml proteinasa K

100 mM NacCl; 10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA,
pH 8.0; 2 % Tritdén X-100, 1 % SDS

Acetato de sodio sodio 3M, pH
5.2

Fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1)

Cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1)




I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La tesis se llevo acabo tanto en el invernadero como en el laboratorio del Area Biologia
Molecular del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la UNALM. La poblacion fue mantenida
en el invernadero del Area Biologia Molecular del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la
UNALM. Las muestras de nematodos a partir de esta poblacion fueron extraidas de las
muestras de suelo, evaluadas bajo estereoscopio y montadas para identificacion en el
Laboratorio de Nematologia de la UNALM, la identificacion morfologica bajo
microscopio y el trabajo molecular se llevo a cabo en el laboratorio del Area Biologia
Molecular del IBT.

3.2. MUESTRAS DE SUELO CON M. incognita
3.2.1. ESTABLECIMIENTO DE LA POBLACION

Para el estudio se establecié una poblacion de M. incognita en macetas ubicadas en el
invernadero del Area Biologia Molecular del Instituto de Biotecnologia (IBT) (Figura 6) a
partir de un indculo proveniente del Laboratorio de Nematologia de la UNALM.

Con la finalidad de obtener una poblacién numerosa que permita realizar varias pruebas se
utilizé el procedimiento para multiplicacién de Coyne y Ross (2014) en plantas de
Solanum lycopersicum “tomate” var. Rio Grande. Para lo cual, se sembraron semillas
usando como sustrato musgo, después de aproximadamente dos semanas las plantulas
resultantes fueron trasplantadas a macetas con sustrato estéril (tierra agricola y arena,

proporcion 2:1) e inmediatamente fueron inoculadas con los nematodos.

Para obtener el indculo primero fueron cortados con tijera trozos de raices infectadas
provenientes del invernadero del Laboratorio de Nematologia, luego los pedazos obtenidos
se suspendieron en agua potable, esta suspension se agito vigorosamente durante 5 minutos

para liberar los huevecillos de la raiz y se usaron 5 ml para infectar cada plantula con esta



suspension. Inicialmente se infectaron diez plantulas, estas fueron mantenidas en
invernadero durante tres meses, pasado ese tiempo se extrajeron hembras y machos de
manera directa para realizar la identificacion morfoldgica de la poblacion, individuos en
estadio J2 de manera indirecta para realizar la extraccion de ADN e indculo para mantener

la poblacion en invernadero.

Para mantener la poblacion en invernadero se continuaron utilizando plantas de Solanum

lycopersicum “tomate” var. Rio Grande. Las plantulas fueron infectadas de dos maneras:

- Por inoculacién luego de ser trasplantadas a macetas con sustrato estéril (tierra
agricola y arena, proporcion 2:1).
- Por transplante a sustrato infectado proveniente de las macetas de invernadero (al

menos 70 por ciento del volumen total del sustrato).

Ambos modos de infeccion para el mantenimiento de la poblacion fueron igual de exitosos.

Figura 6. Poblacion de M. incognita mantenida en invernadero. A. Macetas con plantas de tomate
infectadas. B. Raiz de una planta de tomate infectado.

3.2.2. IDENTIFICACION MORFOLOGICA

La identificacion morfoldgica estuvo basada en las caracteristicas observables de la regién
perineal para las hembras y de la cabeza para los machos (Hunt y Handoo, 2009; Jepson
1983; Eisenback et al., 1981). Los nematodos utilizados para la identificacion fueron
tomados de tres macetas elegidas al azar entre las diez que fueron inoculadas inicialmente.
Las hembras se extrajeron directamente desde las raices infectadas con ayuda de un
estereoscopio, usando pinzas Yy estiletes de punta fina; las cuales fueron transferidas a una
solucién de acido lactico 40 por ciento donde permanecieron 48 horas, luego se cortaron
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los patrones perineales con un bisturi bajo estereoscopio, finalmente se montaron en una
l&mina porta objetos con glicerol y se cubrieron con una I&mina cubre objetos. Los machos
fueron obtenidos incubando las raices infectadas con aireacién en agua potable a
temperatura ambiente, luego se separaron utilizando un tamiz de 500 mesh, y para su
observacion se montaron en una lamina porta objetos con formamida 4 por ciento y se
cubrieron con una lamina cubre objetos. Los montajes de macho y hembras fueron
observados a un aumento de 1000X en microscopio Optico compuesto, se tomaron
fotografias y a los machos se les midio la distancia que hay entre el orificio de la glandula

dorsal esofagica y la base del estilete (DEGD).
3.2.3. MUESTRA DE SUELO PARA LA EXTRACCION DE ADN

Las muestras de suelo utilizadas fueron recolectadas de las macetas mantenidas en
invernadero tomando el sustrato periférico a la raiz de cada planta infectada, por lo que
cada muestra estuvo compuesta por sustrato y trozos de raiz secundaria. Se busco que la
muestra fuera similar a la usada para diagnostico en campo segin lo recomendado por
(Van Bezooijen, 2006).Una vez separada, la muestra fue homogeneizada manualmente
antes de extraer los nematodos, eliminando las piedrecillas y otros contaminantes que

pudiera contener.

3.3. SELECCION Y OPTIMIZACION DE METODOS DE EXTRACCION DE
NEMATODOS A PARTIR DE MUESTRAS DE SUELO

3.3.1. SELECCION DE METODOS DE EXTRACCION DE NEMATODOS

Con el objetivo de seleccionar la mejor metodologia para la obtencion de juveniles de
nematodos moviles para ser utilizados en la extracciéon de ADN, se compararon tres
métodos de extraccion a partir de muestras de suelo: bandeja de Cobb, bandeja de
extraccion y centrifugacion flotacion. Se evalud en cada método: (a) La cantidad de
juveniles vivos obtenidos por cada 100 cc de muestra de suelo y (b) La contaminacion

visible en la suspension de nematodos obtenida por muestra.
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a. Métodos de extraccion de nematodos

Bandeja de cobb o tamizado

Se homogeneizaron manualmente 100 cc de muestra suelo y se mezclaron con agua
potable. Para separar los nematodos se utilizaron dos series de tamices a través de los
cuales el suelo fue cribado (ANEXO 2, Figura 7). Primero, el suelo se tamizé a través de la
primera serie de tamices de 38 y 400 mesh bajo un flujo abundante de agua potable, lo que
logro separar los nematodos de las particulas mas grandes del sustrato. Se recabaron los
nematodos que permanecieron en el tamiz de 400 mesh. Luego, la suspension de
nematodos se tamiz6 nuevamente por una segunda serie de tamices de 45 y 500 mesh bajo
un flujo abundante de agua potable, este paso permitio separarlos de las particulas méas
pequefias remanentes en la muestra. Finalmente, se colectaron los nematodos que
permanecieron en el tamiz de 500 mesh y se suspendieron en agua potable a un volumen
final de 100 ml.

Figura 7. Proceso de tamizado. Una serie de tamices.

Centrifugacion flotacion

Se homogeneizaron manualmente 100 cc de muestra de suelo y se mezclaron con agua
potable. Para separar los nematodos el suelo priemero fue cribado por una serie de tamices
de 80 y 500 mesh con abundante agua potable y se recabaron los nematodos que
permanecieron en el tamiz de 500 mesh. Los nematodos obtenidos se suspendieron en agua
potable hasta completar un volumen de 20 ml. Luego, esta suspension de nematodos se
traspasd a un tubo de 50 ml y encima se le afiadieron 20 ml de una solucion de sacarosa 70

por ciento. La mezcla fue homoegenizada e inmediatamente los tubos fueron
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centrifugados a 3000 rpm durante 1 minuto. Finalmente, se recuperé el sobrenadante de los
tubos descartando la tierra precipitada en el fondo del tubo y se llevé a un volumen de 100

ml para el posterior conteo de individuos (Van Bezooijen, 2006; ANEXO 2).

Bandeja de extraccion

Fueron elaborados tamices de manera artesanal (Figura 8) que consistieron de una malla
plastica sujeta a una seccion de tuberia de PVC de cuatro pulgadas de diametro, de acuerdo
a lo descrito por (Coyne et al., 2007). Primero se homogeneizaron manualmente los 100 cc
de muestra suelo y se prepararon los tamices artesanales forrandolos internamente con
papel toalla. Luego, los 100 cc de sustrato se colocaron dentro de los tamices, tratando de
repartirlos de forma equitativa en el fondo y se introdujeron en recipientes con agua
potable. Después de 48 horas se recabd la suspension de agua con juveniles que
emergieron a partir de los huevecillos presentes en la muestra. Finamente, la suspension de
nematodos fue lavada en un tamiz de 500 mesh bajo abundante agua potable y concentrada
a 100 ml (ANEXO 3).

Figura 8. Metodologia de bandeja de extraccion. A. Bandeja artesanal. B. Bandeja preparada con

muestra de suelo. C. Lavado y concentracion de suspension de juveniles.

b. Evaluacion de los métodos de extraccion de nematodos

Para cada método se evaluaron cuatro repeticiones provenientes de la misma muestra de
suelo. En cada repeticion se calculé la cantidad de juveniles vivos en 100 ml de suspension
de nematodos obtenidos por cada 100 cc suelo. Para calcularlo primero se realizé el conteo
de nematodos por triplicado en 10 ml de la suspensién de nematodos usando un
estereoscopio y una placa de Petri plastica cuadriculada, acondicionada para conteo.
Luego, a partir de estas cifras se calcul6 la cantidad de nematodos juveniles vivos totales
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en cada 100 cc de tierra obtenido por cada método de extraccion de nematodos y se realizo
el analisis estadistico (ANEXO 4).

Adicionalmente, se realiz6 una evaluacion cualitativa de la presencia de particulas visibles
de suelo en la suspension de nematodos resultante en cada método. Se compar6 la cantidad
de particulas precipitadas en el fondo del recipiente donde se encuentra la suspension,
siendo la escala: fondo 50 por ciento cubierto, contaminacion alta; fondo 25 por ciento
cubierto, contaminacion media; fondo menos de 25 por ciento cubierto, contaminacion

baja.

3.3.2. OPTIMIZACION DEL METODO DE BANDEJA DE EXTRACCION DE
NEMATODOS PARA DETECCION MOLECULAR

Con el objetivo de optimizar el método de bandeja de extraccion de nematodos a partir de
muestras de suelo para lograr la deteccion molecular, se plante6 un experimento que
permitiese evaluar la influencia de la contaminacion de suelo en la deteccion molecular de
nematodos. Fueron utilizados tres tipos de suspensiones de juveniles para la extraccion de
ADN, obtenidas por tres variantes del métodos de bandeja con distinto tratamiento de la
muestra, previo o posterior, al método antes descrito: bandeja de extraccion (para
obtencion de nemtodos con presencia de suelo), lavado con centrifugacion flotacion (para
obtencion de nematodos con presencia moderada de suelo) y mini-bandeja de extraccion
(para obtencion de nematodos con ausencia de suelo). Se realiz6 una evaluacion a partir
del ADN extraido de los nematodos obtenidos en cada tratamiento, comparando en el ADN

obtenido: (a) Concentracidn, (b) Calidad, (c) Integridad y (d) Deteccién molecular.
a. Meétodos de extraccién de nematodos

Bandeja de extraccién

Se utilizaron los tamices elaborados artesanalmente mencionados en el titulo anterior
(ANEXO 2). Primero, el interior de cada tamiz se recubri6é con papel toalla y dentro se
pusieron 50 cc de muestra de suelo, conformada por tierra y trozos de raiz infectada
(Coyne et al., 2007). Luego, los tamices con muestra se sumergieron en agua potable
dentro de un contenedor apenas mas grande que el tamiz, después de 48 horas se
colectaron los juveniles que eclosionaron en el agua a partir de los huevecillos presentes

en la muestra. La suspension de juveniles se lavo y concentr6 usando un tamiz de 500
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mesh a un volumen de 10 ml. Finalmente, se realiz6 un conteo de los nematodos obtenidos
usando un estereoscopio y una placa Petri pléstica cuadriculada, acondicionada para

conteo.

Lavado con centrifugacion flotacion

Los nematodos extraidos con el método de bandeja, descrito en el titulo anterior, se
limpiaron usando el método de centrifugacién flotacién con sacarosa propuesto por (Qiu et
al., 2006) con el fin de eliminar los inhibidores de la enzima polimerasa durante la
amplificacion del ADN Primero, la suspension de nematodos resultante de las bandejas se
concentrd usando un tamiz de 500 mesh hasta un volumen de 20 ml y se traspasé a un tubo
de 50 ml de capacidad. Luego se adicionaron 20 ml de una solucién de sacarosa 70 por
ciento y se homogeneizd la mezcla, posteriormente se afiadieron 2 ml de agua potable.
Después, el tubo se centrifugd a 1300 rpm durante 5 minutos y se recabaron los 10 ml
superiores. Estos 10 ml de suspension se traspasaron inmediatamente a un tubo con 40 ml
de agua potable y ambas fases se mezclaron suavemente hasta lograr una suspension
homogeénea. Finalmente se procedio a lavar y concentrar los 50 ml de suspension resultante
de nematodos con ayuda de un tamiz de 500 mesh. Se realiz6 un conteo de los nematodos
vivos resultantes usando un estereoscopio y una placa Petri plastica cuadriculada,

acondicionada para conteo.

Minibandeja de extraccion

Este método es una variacién a la técnica de Baermann al igual que el método de bandeja
de extraccion. Se diferenci6 del método de bandeja (Figura 9) por usar tamices artesanales
elaborados con malla anti-afida sujetos a una seccion de tuberia de PVC de 0.5 pulgadas de
diametro. Para cada muestra de suelo primero se separaron los trozos de raices infectadas
del sustrato y se lavaron con abundante agua potable. Luego, se extrajeron de este conjunto
de trozos de raices 100 masas de huevos utilizando un estilete y se traspasaron a los
tamices. Después, los tamices se sumergieron en agua potable contenida en una placa petri
de pléastico. Finalmente, después de dos dias se recuperd la suspension de juveniles que

emergieron y se contaron los individuos en un estereoscopio.
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Masa de huevos
Hembra Nédulo

Tejido vegetal

Figura 9. Pasos del método minibandeja. (A) Masa de huevos separada de nédulo de M. incognita (250X).

(B) De izq. a der. Raiz infectada, masa de huevos separada, bandeja armada con 100 masas de huevos y agua.

b. Evaluacion de la optimizacion del método de extraccion de nematodos

Fue evaluado el ADN obtenido de alrededor de 1000 (+100) individuos concentrados a
partir de las suspensiones de nematodos de los tres tratamientos. Las suspensiones de
nematodos obtenidas de los tratamientos de presencia de suelo (bandeja de extraccion) y
presencia moderada de suelo (lavado con centrifugacion flotacion) fueron concentradas
utilizando un tamiz de 500 mesh hasta un volumen de 10 ml, y luego realizando
centrifugaciones sucesivas de 5 minutos a 10000 rpm en cada microtubo de 1.5 ml. La
suspension con ausencia de suelo (mini-bandeja de extraccion) se concentrd directamente
en los microtubos de 1.5 ml realizando centrifugaciones sucesivas de 5 minutos a 10000
rpm.

El método de extraccion utilizado fue el de lisis con detergentes (pagina 40, ANEXO 3)
con un tratamiento con ARNSsas posterior. Para cada tratamiento se evaluaron las
caracteristicas del ADN obtenido: su integridad y calidad de manera cualitativa, y se
realiz6 una comparacion estadistica de la concentracion del obtenida (utilizando las
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técnicas descritas en la pagina 37). Finalmente, se realizd una prueba de amplificacion por
PCR para deteccién molecular.

3.4. SELECCION DEL METODO DE EXTRACCION DE ADN

Fueron evaluados tres métodos de extraccion de ADN para juveniles J2 de M. incognita
aislados de muestras de suelo con el objetivo de seleccionar el protocolo que permita
obtener ADN con la calidad, integridad y concentracion necesaria para lograr una
amplificacion de PCR exitosa. Se compararon tres métodos de extraccion de ADN:
minipreparacion, proteinasa K y lisis de detergentes, utilizando nematodos obtenidos por el
método de Bandeja.

3.4.1. SUSPENSION DE JUVENILES

La suspension de juveniles resultante de la bandeja de extraccion fue concentrada a 10 ml
utilizando un tamiz de 500 mesh. Se realiz6 el conteo de individuos en la suspension
utilizando un estereoscopio y una placa Petri plastica cudriculada. Una vez conocida la
cantidad de individuos por mililitro de suspensién, se concentr6 el volumen necesario en
microtubos de 1.5 ml para obtener la cantidad deseada de individuos por repeticion. Los
nematodos fueron concentrados realizando centrifugaciones sucesivas de 5 minutos a
10000 rpm, eliminando la fase liquida sobrenadante y conservando los nematodos

precipitados. A partir de esta muestra concentrada se realizé la extraccién de ADN.

3.4.2. METODOS DE EXTRACCION DE ADN
a. Minipreparacion

Este procedimiento fue variado a partir del propuesto por (Karajeh et al., 2010) para
extraccion de ADN del género Meloidogyne afiadiendo un paso de incubacion a 95°C para
lograr una mayor ruptura celular. El esquema de trabajo puede ser visto en el ANEXO 3.

Fueron utilizados cientos de nematodos juveniles provenientes de bandeja de extraccion y
concentrados por centrifugacion en microtubos de 1.5 mL. Primero se agregaron 500 pl de
0.52 por ciento de hipoclorito de sodio y se llevaron a incubacién por cinco minutos a
temperatura ambiente, después de los cuales se centrifugaron a 8000 rpm durante 5
minutos. El sobrenadante de hipoclorito de sodio fue descartado y se realizaron dos

lavados del pellet con agua destilada. Luego, se afiadieron 50 pl del amortiguador de
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extraccion (250 mM Tris-HCI, pH 8.0; 250 mM NaCl; 50 mM EDTA,; 0.5 por ciento SDS)
al tubo junto a 1.3 pul de B-mercaptoetanol al tubo (2.5 por ciento del volumen), y se realizd
la molienda de los nematodos con un micropistilo durante 5 minutos. Al finalizar la
molienda mecanica, se afiadieron 350 pl adicionales del amortiguador de extraccion y 8.7
ul de B-mercaptoetanol al tubo (2.5 por ciento del volumen). Se llevo a incubacion a 95°C
durante 5 minutos, seguida inmediatamente por una molienda adicional con micropistilo
por 5 minutos. Terminada la segunda molienda se adiciond el 0.5 volumen de acetato de
sodio 3 M, pH 5.2 (200 pl) y se incubd el lisado a -20°C durante 20 minutos. Después, los
tubos se centrifugaron a 13000 rpm durante 3 minutos para separar el precipitado y el
sobrenadante. Los acidos nucléicos presentes se precipitaron con dos volimenes de etanol
absoluto frio e incubacién a -20°C durante 2 horas, seguido por una centrifugacion a 14000
rpm durante 3 minutos. El pellet resultante fue lavado dos veces con etanol 70 por ciento y
centrifugado a 14000 rpm durante 5 minutos. Finalmente el pellet fue secado durante 5
horas a temperatura ambiente y resuspendido en 30 pl amortiguador TE (10 mM Tris HCI,
pH 8.0; 1 mM EDTA, pH 8.0).

b. Proteinasa K

Este método de extraccion fue modificado a partir del propuesto por (Cristancho et al.,
2007) para el hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix, cuyo protocolo fue previamente
estandarizado en el laboratorio de biologia molecular del IBT UNALM. Las
modificaciones realizadas fueron: se afiadié para la molienda un micropistilo, se aument6
la cantidad de proteinasa K por muestra de 5 a 20 g y se aumento el tiempo de incubacion

con proteinasa K. El esquema de trabajo puede ser visto en el ANEXO 3.

Fueron utilizados cientos de nematodos juveniles provenientes de bandeja de extraccion y
concentrados por centrifugacién en microtubos de 1.5 ml. Antes de empezar el proceso de
extraccion de ADN los nematodos de cada tubo fueron lavados con agua destilada. Una
vez limpios, primero se afiadieron en cada tubo 50 pl de amortiguador de lisis (50 mM
Tris-HCI, pH 7.5; 50 mM EDTA, pH 8.0; 3 por ciento SDS; 1 por ciento f-
mercaptoetanol) y se realizé molienda con micropistilo. Luego, se afiadieron 250 ul de
amortiguador de lisis y se calentdé en microondas intercalando ciclos de calor con molienda
con micropistilo para evitar que ebulla: primero calor durante 20 segundos, luego por 15

segundos y por ultimo por 10 segundos. Después, se adicionaron 100 pl de amortiguador

31



lisis y se llevo a incubacion a 80°C durante 10 minutos, seguido de una molienda con
micropistilo. Una vez terminada la molienda mecénica, se agregaron 20 pul de proteinasa K
(1 mg/ml) en cada tubo. Se agitd6 manualmente y se incub0 a 55°C durante toda la noche en
una incubadora agitadora orbital (MRC) a 20 rpm. Pasado ese tiempo se agregd 700 ul de
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), se homogeneizé la mezcla hasta lograr una
emulsion y se centrifugd a 10000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante de cada tubo se
traspasd a otro microtubo de 1.5 ml y a cada uno se le adicioné el mismo volumen de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se homogeneiz6 hasta formar una emulsion y se
centrifugd a 10000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante de cada tubo se traspaso, se
adicionaron dos volumenes de etanol absoluto y se incub6 durante dos horas a -20°C. Al
terminar el tiempo de incubacion se centrifugaron los tubos a 12000 rpm durante 7
minutos, los pellets fueron lavados con 480 ul de etanol 70 por ciento y 120 ul de NaCl 5
M vy se centrifugaron a 14000 rpm durante 7 minutos. Finalmente, el ADN resultante se
dej6 secar a temperatura ambiente durante 2 horas y fue resuspendido en 30 pl
amortiguador TE (10 mM Tris HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA, pH 8.0).

c. Lisis con detergentes

Este método fue variado a partir del propuesto por Jaramillo-Pineda et al. (2015)
afiadiendo un lavado con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) luego de la lisis celular con
detergentes y fenol. El esquema de trabajo puede ser visto en el ANEXO 3.

Fueron utilizados cientos de nematodos juveniles provenientes de bandeja de extraccion y
concentrados por centrifugacion en microtubos de 1.5 ml. Antes de empezar el proceso de
extraccion de ADN los nematodos de cada tubo fueron lavados con agua destilada. Luego
se afiadieron 200 pl de de buffer lisis TSNT (2 por ciento Triton X-100, 1 por ciento SDS,
100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl y 1 mM EDTA, pH 8.0), 500 uL de fenol saturado con
Tris-HCI y 100 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Seguidamente, la suspensién
se mezclo en vortex por 5 minutos y se agregaron 200 pL de amortiguador TE 1X (10 mM
Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 8.0). Las fases se separaron por centrifugacion a 14000 rpm
por 10 minutos y la fase acuosa se transfirio a otro microtubo de 1.5 ml. Después se afiadid
600 ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y las fases se separaron por centrifugacion
a 14000 rpm por 10 minutos. Los acidos nucléicos de la fase acuosa se precipitaron con
dos volimenes de etanol absoluto y se dejaron incubando toda la noche a -20°C. Pasado
ese tiempo, se centrifugo a 14000 rpm durante 10 minutos, se elimind el sobrenadante y se

lavé el pellet resultante con 50 pl de etanol 70 por ciento. Finalmente, se re precipité el
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ADN con etanol absoluto y el pellet se secé durante 1 hora a temperatura ambiente. Fue
resuspendido en 30 pl amortiguador TE (10mM Tris HCI, pH 8.0; 1mM EDTA, pH 8.0).

3.4.3. ELIMINACION DEL ARN

Se eliminé el ARN agregando 0.3 pl de enzima ARNsa A 10 mg/ml (Merck) a cada
microtubo. Luego, se homogeneizd la mezcla y se llevo a incubar cada muestra a 37°C
durante 20 minutos. Pasado este tiempo, cada muestra fue nuevamente homogeneizada a

temperatura ambiente.
3.4.4. EVALUACION DE LOS METODOS DE EXTRACCION DE ADN

a. Concentracion

La concentracion de ADN (ng/ul) se determin6 en un volumen de 30 pl de buffer TE.Fue
medida en un cuantificador de ADN EPOCH (BioTek) usando un Micro-volume plate
Take3.

Primero se evalud el método minipreparacion comparando la cantidad de ADN obtenido en
las dos fases formadas al agregar acetato de sodio 3M, pH 5.2. Luego se realiz6 la
comparacion de los tres métodos de extraccion, analizando la cantidad de ADN obtenido a

partir de grupos de entre 900 y 1000 nematodos.

b. Calidad

Se tomod la relacion de absorbancias 260/280 como indicador de calidad de ADN. Esta
cifra se obtuvo en un cuantificador de ADN EPOCH (BioTek) usando un Micro-volume
plate Take3.

Primero se evalud el método minipreparacion comparando la calidad del ADN obtenido en
las dos fases obtenidas resutantes luego de agregar acetato de sodio 3M, pH 5.2. Luego se
realizd la comparacién de los tres métodos de extraccidon, comparando todas las muestras
de ADN obtenido utilizando los tres meétodos, independientemente de la cantidad de

juveniles a partir de los que fue extraido.

c. Integridad

Se evalud la integridad y contaminacion del ADN obtenido en los distintos métodos de

extraccion visualizando 200 ng del ADN resultante en una electroforesis de gel de agarosa
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al 1 por ciento p/v. Para prepar el gel primero se pesé 1 gramo de agarosa grado biologia
molecular y se mezcl6 en calor con 100 ml de buffer TBE 1X (89 mM Tris; 89 mM acido
borico; 2 mM EDTA, pH 8.0). Luego la mezcla se pasé a una cama electroforética,
preparada con un peine propiado para formar los pocillos, y se dejé gelificar durante 20
minutos a temperatura ambiente, pasado ese tiempo se procedid retirar el peine. Finalmente
se vertieron en cada pocillo una muestra &cidos nucleicos tefiida con 0.1 pl de agua libre de
nucleasas: GelRed (Biotium) (9:1). EI marcador de peso utilizado fue el 100 bp Plus DNA
Ladder (Thermo Scientific) y el resultado fue visualizado bajo luz UV en un

transiluminador UVsolo TS Imaging System (Biometra).

Para el método minipreparacion se analizaron las dos fases obtenidas luego del paso de
acetato de sodio 3M, pH 5.2 No se evaluaron las muestras que tuvieron una concentracion
de acidos nucleicos menor a 15 ng/ul por ser una concentracion muy baja para poder ser

visualizada en un gel de agarosa.

3.5. ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES DE PCR PARA LA
AMPLIFICACION DEL MARCADOR SCAR PARA DETECCION MOLECULAR

3.5.1. ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES DE AMPLIFICACION

El marcador SCAR MiF/MIR especifico seleccionado para la deteccion molecular de M.
incognita fue propuesto por Meng et al. (2004), la descripcién de los inciadores se

encuentra en la Tabla 2.

Tabla 2. Iniciadores elegidos para la identificacion de la especie Meloidogyne incognita

Nombre Secuencia de iniciadores de 5’ - 3’ Amplificado Fuente
Mi-F GTGAGGATTCAGCTCCCCAG 9990h Meng et al.
Mi-R ACGAGGAACATACTTCTCCGTCC P (2004)

Primero se evalu6é la concentracion de ADN requerida para realizar la amplificacion
utilizando acidos nucleicos de M. incognita obtenidos usando el método de extraccion de
ADN de lisis con detergentes a partir de nematodos extraidos del suelo por el método de
mini-bandeja. Se probaron concentraciones de 6, 15, 30, 60 y 150 ng/pl por reaccion de
PCR. Como control positivo se utilizo6 ADN de M. incognita proveniente de “The James
Hutton Institute”. Cada reaccion de amplificacion tuvo un volumen final de 25 pl con 2.5

ul de buffer PCR 10X (10 mM Tris-HCI, pH 8.8; 50 mM KCI; 0.8 por ciento v/v nonidet),
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3 mM MgCl,, 0.5 mM dNTPs, 0.4 uM de cada iniciador y 2 U de Tag Polimerasa (Thermo
Fisher Scientific).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Veriti (Applied Biosystems)
utilizando el programa de amplificacion PCR touchdown (PCR-TD) descrito en elTabla 3.
La PCR-TD permiti6 optimizar de manera rapida la amplificacion de las muestras de ADN
con presencia de inhibidores, que puedan dificultar el proceso. Esta técnica utilizéd un
gradiente de temperaturas que permitié incrementar la especificidad, sensibilidad y
rendimiento de la PCR, empleando inicialmente una temperatura de alineacion mayor a la
temperatura calculada de fusion (Tn) de los iniciadores usados y disminuyéndola de
manera progresiva. El gradiente de temperaturas controla el error en el calculo de la Ty, ya
que este calculo no es preciso al no considerar todos los factores involucrados en la PCR
(ambientales, inhibidores presentes en el ADN, etc.) (Korbie y Mattick, 2008).

Tabla 3. Programa de amplificacion para Mi-F/Mi-R

Temperatura Tiempo Numero de ciclos
94°C 3 minutos
94°C 1 minuto
58°C (-A1°C por ciclo) 1 minuto 10 ciclos
72°C 1 minuto
94°C 1 minuto
48°C 1 minuto 30 ciclos
72°C 1 minuto
72°C 8 minutos
10°C 0

3.5.2. VISUALIZACION DE LA AMPLIFICACION DE PCR

Los productos de la amplificacion fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.5 por
ciento p/v. Para prepar el gel primero se pes6 1.5 gramos de agarosa grado biologia
molecular y se mezclo en calor con 100 ml de buffer TBE 1X (89 mM Tris; 89 mM acido
borico; 2 mM EDTA, pH 8.0). Luego la mezcla se pasé a una cama electroforética,
preparada con un peine propiado para formar los pocillos, y se dejo gelificar durante 20

minutos a temperatura ambiente, pasado ese tiempo se procedid retirar el peine. Finalmente

35



se vertieron en cada pocillo una muestra acidos nucleicos tefiida con 0.1 pl de agua libre de
nucleasas: GelRed (Biotium) (9:1).

El marcador de peso utilizado fue el 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific) y la
tincion de los acidos nucleicos fue realizada con GelRed (Biotium). El resultado fue

visualizado bajo luz UV en un transiluminador UVsolo TS Imaging System (Biometra).

3.6. ANALISIS ESTADISTICO
3.6.1. SELECCION DE METODOS DE EXTRACCION DE NEMATODOS

Los datos obtenidos de cantidad de nematodos juveniles vivos totales en cada 100 cc de
tierra, fueron analizados estadisticamente en el software R studio con el paquete R
commander (Fox, 2005). Primero se realizd un analisis exploratorio elaborando un
diagrama de cajas, luego se utilizaron las pruebas de Shapiro-Wilk y Barlett para
comprobar la normalidad de su distribucion y homocedasticidad, y finalmente se realizé la
prueba de ANOVA (ANEXO 4) para comparar la cantidad de juveniles vivos obtenidos a

partir de los tres métodos utilizados.

3.6.2. OPTIMIZACION DEL METODO DE BANDEJA DE EXTRACCION DE
NEMATODOS PARA DETECCION MOLECULAR

a. Concentracion

La concentracion de ADN obtenido (ng/pl) por cada 1000 (+100) nematodos en cada
tratamiento fue medida en un cuantificador de ADN EPOCH (BioTek) usando un Micro-
volume plate Take3. Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente en el software
R studio con el paquete R commander (Fox, 2005). Primero se realizé un analisis
exploratorio elaborando un diagrama de cajas, luego se utilizaron las pruebas de Shapiro-
Wilk y Barlett para comprobar la normalidad de su distribucion y la homocedasticidad, y

finalmente se realiz6 la comparacion mediante una prueba de ANOVA (ANEXO 7).

b. Calidad

No se considerd necesaria la evaluacion estadistica de los resultados ya que el indicador

estuvo dentro del rango deseado (1.8-2.0) en los tres tratamientos.

3.6.3. SELECCION DEL METODO DE EXTRACCION DE ADN
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a. Concentracion

Para el andlisis del método minipreparacion se comparé la concentracion de ADN obtenido
a partir de grupos de aproximadamente 400 nematodos en las dos fases obtenidas luego de
agregar acetato de sodio 3M, pH 5.2. Para realizar la comparacion se utilizo el software R
Studio, con el paquete R commander (Fox, 2005). Primero se realizé un anélisis
exploratorio elaborando un diagrama de cajas, luego se utilizaron las pruebas de Shapiro-
Wilk y de Barlett para comprobar la normalidad y homocedasticidad de los datos, y

finalmente se realizé la comparacion de medias mediante una prueba T (ANEXO 5).

Para la comparacion de los tres métodos de extraccion se compar0 la cantidad de ADN
obtenido a partir de grupos de entre 900 y 1000 nematodos. La comparacién se hizo se
utilizé el software R Studio, con el paquete R commander (Fox, 2005). Primero se realiz6
un analisis exploratorio elaborando un diagrama de cajas, luego se utilizaron las pruebas de
Shapiro-Wilk y de Barlett para comprobar la normalidad y homocedasticidad de los datos,
y finalmente se realiz6 la comparacion de medias mediante una prueba ANOVA mediante
una prueba de ANOVA (ANEXO 5).

b. Calidad

Para la evaluacién de las dos fases obtenidas luego de agregar acetato de sodio 3M, pH 5.2
en el método minipreparacion se utilizo el software R Studio, con el paquete R commander
(Fox 2005). Primero se realizd un andlisis exploratorio elaborando un diagrama de cajas,
luego se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk para verificar la distribucion normal de los datos
y la prueba de Barlett para comparar las varianzas. Se compararon las varianzas de todas
las muestras de ADN obtenido independientemente de la cantidad de juveniles a partir de

los que fue extraido.

Para la evaluacion estadistica de los resultados de los tres métodos se utilizé el software R
Studio, con el paquete R commander (Fox, 2005). Primero se realizd un andlisis
exploratorio elaborando un diagrama de cajas, luego se realizaron las pruebas Shapiro-
Wilk y Barlett para comprobar la normalidad y homocedasticidad de los datos, y
finalmente se realizd la comparacion de medias mediante una prueba Welch ANOVA
(ANEXO 6) ya que los tratamientos mostraron una distribuciéon normal con varianzas
heterogéneas (Liu, 2015). Se compararon todas las muestras de ADN obtenido en los tres

métodos, independientemente de la cantidad de juveniles a partir de los que fue extraido.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE LA POBLACION

Los patrones perineales que fueron observados en las hembras de la poblacién (Figura 10)
presentaron todas las caracteristicas de la especie M. incognita, segun la descripcién de la
especie realizada por Eisenback et al. (1981) y Hunt y Handoo (2009). Presentaron arcos
dorsales altos y cuadrados, con ausencia de lineas laterales claramente visibles, ademas de
estrias finas - entre lisas y onduladas - que se dirigen hacia la vulva. En el caso de los
machos (Figura 11), la morfologia de la cabeza de todos los individuos observados bajo el
microscopio también presentaron los rasgos caracteristicos de esta misma especie acorde
con lo descrito por Eisenback et al. (1981), Hunt y Handoo (2009) y Jepson (1983): se
pudo observar la forma entre plana y concava de la capsula cefalica, un disco labial que
sobresale a los labios medios, y la region cefalica no separada. Los estiletes fueron largos y
de punta redondeada, con una columna angosta cerca a los nodulos. Los nddulos
presentaron también una forma redondeada y con una distancia de la glandula dorsal
esofagica a la base del estilete (DGED) corta, entre 2.18 y 4.08 um. Por lo tanto, la

poblacion utilizada en el estudio corresponde a la especie M. incognita.
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Figura 10. Patrones perineales de hembras observadas en la poblacién utilizada. (A) Imagenes tomadas a

través del microscopio compuesto (aumento de 1000X). (B) Figuras de la representacion de patrones perianales
de M. incognita, tomadas de: Hunt y Handoo (2009).



A Parte superior de la cabeza
alta y ancha con disco labial
céncavo

Grupo de labios mediales

Regién de la cabeza anillada

Punta del estilete redondeada

Nédulos elongados y
redondeados

DGED 2 -4 um

Figura 11. Forma de cabeza de machos de la
poblacion. (A) lzq: Esquema de cabeza de
machos de M. incognita segun Eisenback et al.
(1981), con informacion adicional de Hunt y
Handoo (2009) traduccion propia. Der: Cabeza
de un macho de la poblacion de este estudio
(1000X). (B) Machos de la poblacién de este
estudio (1000X) con la longitud del DGED.




4.2. COMPARACION DE METODOS DE EXTRACCION DE NEMATODOS

M. incognita es un endoparéasito sedentario en su fase adulta y movil en su fase juvenil, se
utilizé para el trabajo a los juveniles mdviles porque presentan menos contaminantes de
cuticula, al ser el estadio donde presenta menor grosor, y por su mayor abundancia en
muestras de suelo (Eisenback y Hunt, 2009). Los métodos utilizados fueron los de menor
costo y complejidad, destacando por su facil uso para extraer nematodos moviles dentro de
las condiciones de laboratorio: bandeja de extraccion (método de Baermann modificado),
tamizado y centrifugacion flotacion (Coyne et al., 2007; Van Bezooijen, 2006). El
promedio de juveniles obtenidos con cada método utilizado se detallan en elTabla 4. Del
ANOVA (ANEXO 4) realizado podemos concluir que a un nivel de significancia de 0.001,
los tres métodos analizados tienen un efecto diferencial en el nimero de juveniles

obtenidos.

Tabla 4. Cantidad de juveniles obtenidos con los tres métodos de extraccion de nematodo a partir de
muestras de suelo contaminado con nematodos

Cantidad de juveniles*

Método Presencia de tierra

X * Ds
Bandeja de Cobb 374 +18.35 Media
Centifugacion — flotacion 56 +4.99 Baja
Bandeja de extraccion 281 +7.77 Baja

*En 100 cc de suelo

El método de bandeja de extraccion permitio obtener una alta cantidad de juveniles y un
bajo nivel de contaminacién por tierra (Figura 12), motivos por los que fue considerado
como el mejor método de trabajo para este estudio. Ademas, pudo separar los nematodos
moviles del suelo, eliminando de la suspension a los muertos, y otras especies de
nematodos y organismos no méviles que puedieran contaminar la muestra. Contrariamente,
tanto la bandeja de Cobb como la centrifugacion flotacidn, separan los nematodos solo por
las caracteristicas fisicas, tamafio y densidad respectivamente, no siendo posible la

separacion de contaminantes de similares caracterisicas.

El método de bandeja de extraccion es un metodo indirecto de extraccion de nematodos
con el que se consiguid extraer gran cantidad de juveniles a partir de muestras de suelo
comparado con los otros dos métodos probados. Esta caracteristica permite examinar a la
vez una mayor cantidad de individuos de la poblacién presente en el suelo, a diferencia del

método directo (extraccion manual), por lo tanto, la muestra es mas representativa.
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Figura 12. Presencia de tierra en los 100cc finales obtenidos en los tres métodos de extraccién de
nematodos. Izg. a Der.: Bandeja de cobb, Centrifugacion flotacién y Bandeja de extraccion.

4.3. SELECCION DE METODOS DE EXTRACCION DE ADN

Para poder seleccionar el método de extraccion de ADN mas apropiado para la deteccién
molecular de M. incognita a partir de nematodos obtenidos del suelo, se evaluaron tres

factores: la calidad, la concentracion y la integridad del ADN obtenido.

La calidad del ADN fue evaluada mediante la relacion de absorbancias 260/280 como
indicador de su pureza. Para lograr una amplificacion por PCR es deseable tener un ADN
de gran pureza, es decir, que tenga mayor concentracion de ADN respecto a los
contaminantes que puedan inhibir el proceso. Si la relacion 260/280 esta dentro del rango
1.8-2.0, es probable que la absorcion sea causada solo por los &cidos nucleicos, una
relacion inferior a 1.8 indica que pueden existir proteinas y una relacién superior a 2.0
indica que las muestras pueden estar contaminadas con cloroformo o fenol (CIMMYT
2006).

La concentraciéon midi6 la cantidad de ADN obtenido, resuspendido en 30 pl de
amortiguador TE, en determinada candtidad de juveniles en la muestra. Para poder
analizar poblaciones de nematodos es necesario maximizar la cantidad de ADN de buena
calidad que se obtenga de cada individuo, ya que al muestrear el suelo se encuentra una
cantidad limitada de nematodos pertenecientes a cada especie. Por lo que una mayor
concentracion obtenida puede potencialmente aumentar la sensibilidad de la deteccién
molecular. Finalmente, la integridad del ADN fue evaluada mediante la observacion del
amplificado en una electroforesis horizontal de agarosa. Esto, con el fin de evitar el uso de
un ADN degradado que dificulte la amplificacion del marcador molecular.
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4.3.1. ANALISIS DEL METODO DE EXTRACCION MINIPREPARACION

Con el método de minipreparacion se requirid un andlisis adicional previo a la
comparacion con los otros dos métodos, ya que se observé que tanto el precipitado como
el sobrenadante resultantes luego del paso de incubacion a -20°C con acetato de sodio 3M
pH 5.2 (ANEXO 3) mostraron presencia de ADN al terminar el proceso de extraccion. Este
resultado fue inconsistente respecto a los presentados por otros autores (Cenis, 1993;
Swain et al., 1995; Karajeh et al., 2010; Vera, 2014), por lo que se evaluo6 la calidad,

concentracion e integridad del ADN resultante de ambas fases (Tabla 5).

Tabla 5. Evaluacion del ADN obtenido por el método minipreparacion

SOBRENADANTE PRECIPITADO
MUESTRA \1O-8PrOX- 560080 ngiulx 1O 8PTOX oen080  nglul*
Juveniles Juveniles
M1 400 1759  5.693 400 1773 14.945
M2 400 2102 14.451 400 1583  10.974
M3 400 1585  1.7785 400 1551 203475
M4 400 3232 3085 400 1343 147055
M5 400 1537  17.5285 400 1708 254205
M6 900 18 1892 800 2255  24.979
M7 900 4125 3443 800 1893 33278
M8 900 10 6.281 800 199 21221

*Concentracion al resuspender el ADN en 30 pl de amortiguador TE
FUENTE: Elaboracion propia.

La concentracién de ADN se obtuvo de =400 nematodos, se observd que el precipitado
obtuvo un mayor concentracion de ADN (ng/ul) respecto al sobrenadante a un nivel de
significancia 0.1 (ANEXO 5). El precipitado tuvo un promedio de la relacion 260/280
cercano al rango deseado 1.8-2.0 (X260/280=1.762) con una menor varianza (¢=0.05) que
el sobrenadante (ANEXO 5). Al visualizar el ADN en un gel de agarosa en ambas fases se
vio un ADN sin degradacion, ademas se observé en las dos una sombra oscura alrededor
del pocillo y a lo largo del carril que parece denotar contaminacion por alguna proteina
asociada al ADN (Novogene, 2015). Esta sombra es de mayor tamafio en el ADN
resultante de la fase sobrenadante, con una menor intensidad en el resultante de la fase

precipitado (Figura 13).
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Figura 13. Electroforesis de muestras de ADN obtenido por el método de
minipreparacién luego del paso de incubacién a -20°C con acetato de
sodio 3M, pH 5.2. M1S y M2S, sobrenadantes; M1P y M2P, precipitados.

El valor promedio 260/280 en el ADN resultante del precipitado es ligeramente inferior a
1.8 lo que parece indicar una contaminacion princialmente por proteinas, afirmacion
corroborada con la sombra oscura vista en la electroforesis. El valor promedio 260/280 del
ADN resultante del sobrenadante no es fiable por la gran varibilidad entre las repeticiones,
pero parece estar mas contaminado que el resultante de la otra fase por el mayor tamario de
la sombra del pocillo en la electroforesis. Estas proteinas contaminantes pueden ser
glicoproteinas, colageno u otros polipéptidos de la cuticula de los nematodos (Lin y
McClure, 1996; Lee, 2002).

Otros autores que han utilizado el método minipreparacion (Cenis, 1993; Swain et al.,
1995; Karajeh et al., 2010; Vera, 2014) tomaron el ADN del sobrenadante y no analizaron
el precipitado, logrando amplificar por PCR. No obstante, los nematodos utilizados por
estos autores fueron separados manualmente de la muestra de suelo y luego limpiados
antes de iniciar el proceso de extraccion de ADN, a diferencia de los nematodos usados de
la presente tesis, que fueron obtenidos de manera indirecta por el método de bandeja en
una suspensién mezclada con agua y particulas de suelo. Parece ser que los contaminantes
provenientes del suelo interfieren en el paso de acetato de sodio 3M, pH 5.2, paso que tiene

como fin precipitar las proteinas y otros contaminantes para separarlos del ADN.

Estos resultados indican que el precipitado es la fase donde se encuentra el ADN mas
apropiado para usar en pruebas de PCR: con mayor rendimiento de ADN, menor
contaminacion y buena integridad. Por lo que el ADN de esta fase es el que se tomé como
ADN resultante de la metodologia de extraccion de ADN minipreparacion y se compar6

con las otras usadas en este estudio.
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4.3.2. METODOS DE EXTRACCION DE ADN

En esta tesis se compararon tres métodos de extraccion de ADN: minipreparacion (Tabla
5, columna precipitado), proteinasa K (Tabla 6) y lisis con detergentes (Tabla 7). Para

evaluarlos se observo el rendimiento, la calidad y la integridad del ADN obtenido.

Al evaluar la calidad en los tres métodos se concluyo que los valores del indice 260/280
no difieren entre ellos a un nivel de significancia de 0.05. Los métodos proteinasa K y lisis
con detergentes tuvieron valores dentro del rango 1.8-2.0, mientras que los valores del
método minipreparacion tienen alta variabilidad fluctuando entre 1.3-2.2, lo que denota la
falta de reproductibilidad del método (ANEXO 6).

Tabla 6. Evaluacion del ADN obtenido por el método de proteinasa K

Muestra O 8PTOX oeh080  nglul*
juveniles

P1 1000 1866  14.008
P2 1000 1875  8.596
P3 900 1767 7.956
P4 1000 1786 5232
P5 1000 2059  3.878
P6 1000 1909 4381

* Concentracion al resuspender el ADN en 30 pl de
amortiguador TE
FUENTE: Elaboracion propia.

Tabla 7. Evaluacién del ADN obtenido por el método de lisis con detergentes

Muestra O 8PTOX oun080  nglul*
juveniles
L1 1000 1921 20.101
L2 1000 1843 17.685
L3 1000 1863  16.827
L4 1000 189  20.393
L5 900 1836  28.341
L6 900 1826  35.155

*Concentracion al resuspender el ADN en 30 pl de
amortiguador TE
FUENTE: Elaboracion propia.
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La concentracion se midid en los tres métodos a partir de =1000 individuos. Se observo
que con los tres métodos se obtuvieron diferentes concentraciones de ADN a un nivel de
significancia de 0.001 (ANEXO 6). Los metodos minipreparacion y lisis de detergentes
son los que tuvieron una mayor concentracion de ADN sin tener una diferencia
estadisticamente significativa entre ellos, con un promedio de 26.49 y 23.08 ng/ul
respectivamente, mientras que el método proteinasa K obtuvo la menor concentracion
(x=7.341 ng/pl).

La integridad del ADN no pudo ser evaluada en el método de proteinasa K debido a que la
baja concentracion de nucle6tidos obtenidos no permitid su visualizacion en electroforesis.
Para el método minipreparacion (Figura 13, M1P y M2P) se observé un ADN integro, con
una mancha alrededor del pocillo que denota contaminacion por proteinas. Al evaluar el
método de lisis con detergentes (Figura 14) se observa que este no presenta ningun

contaminante aparente pero se encuentra parcialmente degradado.

La menor concentracion de ADN obtenido por el método proteinasa K puede ser explicado
por el uso de una menor concentracion de proteinasa K en cada muestra comparada con la
contentracion de enzima utilizada por otros autores (Castagnone-Sereno et al., 1999;
Randig et al., 2001; Qiu et al., 2006; Adam et al., 2007; Lambshead et al., 2009; Karajeh
et al., 2010; McClure et al., 2012). Este método de extraccion fue adaptado a partir un
protocolo de extraccion de nucle6tidos de esporas de hongos filamentosos porque se ha
visto que algunos protocolos utilizados para hongos funcionan también en nematodos por
la similitud estructural entre las células de ambos organismos (Cenis, 1993). Sin embargo,
la abundante cantidad de proteinas y su inapropiada separacion del ADN parece haber
afectado el rendimiento. La cantidad de proteinasa K se aumenté progresivamente a lo
largo de distintas pruebas durante esta investigacion hasta llegar a la cantidad final de 20
Kg de enzima por muestra, no se incrementd mas su concentracion porgue se considerd que
el costo de procesamiento de cada muestra resultaria muy alto y no seria econémicamente
viable en una aplicacion en campo. Se tratdé de compensar la baja cantidad de enzima con
la adicion de pasos al protocolo que mejoren la lisis celular y desnaturalizaciéon de
proteinas, se afiadid y un mayor el tiempo de incubacion con proteinasa K. Sin embargo,
estas variaciones solo incrementaron ligeramente la concentracion del ADN y volvieron
méas complejo al protocolo (ANEXO 3). A pesar que se obtuvo una baja cantidad de

nucleotidos este parece ser gran pureza, con un indice de calidad 1.8-2.0, por lo que puede
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usarse en PCR. Lamentablemente, la limitada cantidad de ADN no permitié la evaluacion
de su integridad.

El método minipreparacion presentd una alta variabilidad respecto a la calidad del ADN
obtenido. Esto puede ser debido a que el método no es efectivo para eliminar los
contaminantes de suelo, por lo que es altamente sensible a las ligeras variaciones de
presencia de suelo entre muestras. El suelo presente en la muestra parece interferir en la
separacion del ADN de los contaminantes celulares, pues al evaluar los nucledtidos en
electroforesis se ve contaminacion de proteinas (Figura 13, M1P y M2P), corroborada por
un valor 260/280 ligeramente inferior a 1.8 (CIMMYT, 2006). Si bien este método obtuvo
altas concentraciones de ADN, la falta de repetibilidad no permite que sea una técnica
fiable para ser usada en PCR ya que los resultados no serian repetibles.

El método de lisis con detergentes propuesto por (Jaramillo-Pineda et al., 2015), como su
nombre lo indica, utiliza varios detergentes para lograr la lisis celular y favorecer la
denaturalizacion de las abundantes proteinas presentes en los juveniles. Ademas, se utiliza
fenol: cloroformo (5:1) para conseguir mayor lisis de estas proteinas y disociarlas del ADN
(ANEXO 3). Ambos reactivos combinados llevaron a una mayor contracion del ADN
obtenido y valores 260/280 dentro del rango 1.8-2.0. Por otro lado, al evaluar el ADN en
electroforesis (Figura 14, presencia de suelo) se observé que hubo una degradacion parcial.
La inestabilidad del ADN obtenido puede haberse debido a las nucleasas del suelo
presentes en la suspensién de juveniles, provenientes de la actividad extracelular, de los
mismos nematodes o de microorganismos presentes en el sustrato (Nielsen et al., 2006).
Esta degradacion puede dificultar su uso con marcadores moleculares, sin embargo, se
observo que hay gran cantidad de nucleétidos de alto peso molecular que pueden ser

probados en amplificacion por PCR.

Tras evaluar las tres metodologias de extraccion de ADN, se pueden proponer dos fuentes
de contaminacion en las suspensiones de nematodos obtenidos indirectamente de suelo que
dificultan el proceso de extracciébn de ADN y que pueden potencialmente inhibir la
amplificacion por PCR: la cuticula del nematodo, conformada por una abundante cantidad
de proteinas y carbohidratos (Lin y McClure, 1996; Lee, 2002), y el suelo remanente. Las
macromoléculas que conforman la cuticula fueron consideradas la principal barrera fisica
para poder acceder al ADN, y podrian dificultar la extraccion de los acidos nucléicos si se

asocian a ellos luego de la lisis celular. Por otro lado, los contaminantes del suelo parecen
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dificultar la separacion de las proteinas y carbohidratos del ADN, ademas de poder llevar
nucleasas u otros contaminantes como los como los acidos humicos o fulvicos (Barrio-
Caballero, 2013).

Para ser considerada una metodologia de extraccion de ADN apta para la deteccion
molecular, esta deberia de eliminar las dos fuentes de contaminacion planteadas. El
método minipreparacion fue descartado para su uso en marcadores moleculares por la alta
variablidad del ADN resultante, que no es apropiada para obtener resultados fiables. Los
métodos de proteinasa Ky lisis con detergentes fueron los que obtuvieron ADN de mayor
pureza y repetibilidad en sus resultados. Sin embargo se descarto el uso del primer método
por su alta complejidad y baja concentracion de ADN obtenida. EI método lisis de
detergentes se eligio por presentar menor laboriosidad y menor tiempo estimado de

ejecucion (Tabla 8).

Tabla 8. Comparacién resumida de la evaluacion de los métodos de extraccion de ADN usados

Concentracion Tiempo Presencia
Meétodo de ADN estimado esperada de
obtenido (horas) inhibidores*
Minipreparacion Alto 9 Alta
Proteinasa K Bajo 18 Baja
Lisis con detergentes Alto 15 Baja

*De acuerdo a los niveles de contaminacién observados en la electroforesis y al
evaluar el indice 260/280.
FUENTE: Elaboracion propia.

4.4. OPTIMIZACION DEL METODO DE EXTRACCION DE NEMATODOS
PARA DETECCION MOLECULAR

Para lograr la optimizacion del rendimiento de ADN se busco variar la presencia de suelo
en la suspension de nematodos proveniente del método de bandeja de extraccién, a partir
de la cual se realizo la extraccion de ADN de M. incognita. El suelo fue considerado en el
titulo anterior como una de las principales fuentes de contaminacién en la extraccion de
ADN, por lo que se plante6 la hipdtesis que la disminucion de su concentracion en la
suspension mejoraria la concentracion del ADN obtenido. Para comprobarlo se realizaron
tres tratamientos en base al método de bandeja, también Ilamado método modificado de
Baermann, que variaron la concentracion de suelo obtenida en la suspensién de nematodos:

bandeja de extraccion (Tabla 7), que obtuvo nematodos con presencia de suelo; lavado con
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centrifugacion flotacion (Tabla 9), que obtuvo nematodos con presencia moderada de suelo
y mini-bandeja de extraccion (Tabla 10), que obtuvo nematodos con ausencia de suelo. Los
tres tratamientos fueron comparados evaluando tres caracteristicas del ADN extraido con
el método de lisis con detergentes: calidad, rendimiento e integridad. Ademas de probarse
la deteccion molecular de M. incognita mediante la amplificacion por PCR del marcador
MiF/MiR.

4.4.1. CARACTERISTICAS DEL ADN OBTENIDO

La concentracion de ADN aumentd en el tratamiento de ausencia de suelo respecto a los
otros dos tratamientos que tienen presencia de suelo (ANEXO 7). A partir de la suspension
de nematodos sin suelo se obtuvo una cantidad de ADN diferente que de los otros dos
tratamientos a un nivel de significancia de 0.001, con un promedio de 95.5 ng/ul por cada
~1000 juveniles frente a los 25.081 ng/ul obtenidos de la suspension con presencia
moderada de suelo y los 23.083 ng/ul obtenidos de la suspensién con presencia de suelo.
No se vio una diferencia significativa entre la cantidad de ADN obtenido a partir de la
suspension con presencia de suelo y con presencia de suelo moderado (ANEXO 7).
Respecto a la calidad de ADN, los tres tratamientos estuvieron dentro del rango deseado de
1.8-2.0 de la relacion de absorbancias 260/280.

Tabla 9. Evaluacion de ADN obtenido del tratamiento con presencia moderada de suelo

(lavado con centrifugacion flotacion)

MUESTRA 10 8PrOX- 560980 nglul*
juveniles

c1 1000 1925 17.144

c2 1100 1922 19.201

c3 1100 1957  38.809

*Concentracion al resuspender el ADN en 30 pl de
amortiguador TE
FUENTE: Elaboracidn propia.
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Tabla 10. Evaluacion de ADN obtenido del tratamiento con ausencia de suelo (minibandeja)

MUESTRA NJrl(J)\./:r?i:st. 260/280 ng/uL*
D1 1000 1791 1036
D2 2500 1829  206.9
D3 1000 1826 1013
D4 600 1779 402
D5 900 1842  8L5
D6 400 1885 255

*Concentracion al resuspender el ADN en 30 pl de
amortiguador TE
FUENTE: Elaboracién propia.

Al evaluar la integridad del ADN mediante electroforesis (Figura 14) se observa que la
presencia de suelo en la suspension de nematodos influye en la estabilidad del ADN
obtenido, habiendo una relacion directamente proporcional entre la degradacion de los

acidos nucleicos con la cantidad de suelo en las muestras.
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Figura 14. Electroforesis del ADN obtenido por el método lisis de
detergentes a partir de los tres tratamientos de optimizacion. Mp,
marcador de peso; D1 y D2, mini-bandeja de extraccion; L1y L2, bandeja de

extraccion; C1y C2, lavado con centrifugacion.
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El aumento en la concentracion y estabilidad del ADN a menor cantidad de suelo en la
suspension de nematodos puede haberse debido a la influencia de los contaminantes que no
se eliminaron en el paso final de lavado en tamiz del método de extraccion de bandeja
(ANEXO 2). La variaciéon de la concentracion puede explicarse por compuestos tanto
orgénicos como inorganicos del suelo que se asocian al ADN y que disminuyen el
rendimiento al ser eliminada la asociacion nucleotidos: contaminante durante el lavado con
cloroformo: alcohol isoamilico y la limpieza del ADN (ANEXO 3). Las diferencias en la
estabilidad del ADN puede tener como explicacion la actividad de las nucleasas
provenientes del suelo presentes en la suspension de nematodes utilizada, que no es
totalmente inhibida por el fenol dentro del proceso de extraccion de lisis con detergentes
(ANEXO 3). Esta alta concentracion de nucleasas pueden provenir de la actividad
extracelular, de los mismos nematodes o de microorganismos presentes en el sustrato
(Nielsen et al., 2006), y se ven disminuidas conforme la concentracion del mismo

disminuye en la muestra.

Considerando estos factores, el ADN de los juveniles obtenidos por el tratamiento mini-
bandeja (sin presencia de suelo) parece ser el mas apropiado para ser utilizado en
marcadores moleculares. Se obtiene nucleotidos de buena estabilidad, pureza y con un

buen rendimiento.

44.2. PRUEBA DE AMPLIFICACION POR PCR PARA DETECCION
MOLECULAR

Al probar el protocolo de amplificacidn estandarizado del marcador MiF/MiR (Pagina 60)
con el ADN resultante de los tres tratamientos de optimizacion de extraccion de nematodos
solo amplifico el proveniente del tratamiento de ausencia de suelo (método de mini-
bandeja, Figura 9). EI ADN obtenido de este tratamiento fue el que presentd una mejor
integridad respecto a los otros dos métodos de optimizacion aplicados, y al tener menor
concentracion de suelo también debid haber tenido también una menor concentracion de

inhibidores de la PCR provenientes del sustrato.
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Ausencia Presencia Presencia

de suelo de suelo moderada
de suelo
CN CP Mp D2 D3 Mp L1 L2 Mp C1 cC2

1000pb =

Figura 15. Amplificacion por PCR de los tres tratamientos de optimizacion. Mp,
marcador de peso, CN, control negativo; CP, control positivo externo; D2 y D3, mini-

bandeja de extraccién; L1y L2, bandeja de extraccién; C1y C2, lavado con centrifugacién.

Por lo que se puede concluir que hay dos factores provenientes del suelo que inhiben la
PCR a partir del ADN obtenido por el método de extraccion de lisis por detergentes: la
degradacion de los nucleotidos debida a las nucleasas y la presencia de inhibidores de la

amplificacion.

45. ESTANDARIZACION DEL LAS CONDICIONES DE PCR PARA LA
AMPLIFICACION DEL MARCADOR SCAR PARA DETECCION MOLECULAR

Para la estandarizacion de las condiciones de la PCR para lograr la amplificacion del
marcador MiF/MIR, se optimizd la concentracién de ADN necesaria en la mezcla de
reaccion. Se utilizaron los &cidos nucleicos extraidos a partir de la suspension de
nematodos sin particulas de suelo (minibandeja), debido que este ADN present6é una mayor

concentracion, y una menor contaminacion y degradacion respecto a los otros tratamientos.
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1000ph —»
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Figura 16. Amplificacion del ADN obtenido por el método minibandeja a distintas
concentraciones de ADN por reaccién. Mp, Marcador de peso; CP, Control positivo; CN,

control negativo.

La concentracion optima obtenida fue de 180 ng de ADN por 25 ul de volumen de mezcla
de reaccion, cantidad que concordd con la utilizada para amplificacion de ADN de
nematodos por Jaramillo-Pineda et al. (2015), a partir de &cidos nucléicos obtenidos con
una metodologia similar de extraccion. El control positivo, proveniente de “The James
Hutton Institute”, requirié una menor concentracion de ADN por reaccion, ya que solo con
20 ng por 25 ul de mezcla de reaccion se pudo obtener mayor cantidad de amplificado
junto a bandas inéspecificas (Figura 16, carril CP). Por lo tanto, se puede inferir que el
ADN obtenido por el método de lisis de detergentes tiene mayor concentracion de
inhibidores de la PCR que el control positivo, a pesar de haber eliminado en su totalidad la
presencia visible de particulas suelo. Es posible que los inhibidores presentes en el ADN
sean de naturaleza organico como los &cidos humicos, falvicos, residuos derivados de la
porfirina o sus productos de degradacion; o inorganicos como los minerales presentes en el
suelo (Barrio-Caballero, 2013).
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V. CONCLUSIONES

La técnica de bandeja de extraccion, también Ilamada de Baermann modificada,
aplicada a raices sin suelo es un método éptimo para la extraccion indirecta de
nematodos de muestras de suelo para la deteccion molecular. Y permite obtener
una suspension de nematodos con baja contaminacion y gran cantidad de juveniles

vivos de M. incognita.

El método de extraccion de ADN de lisis con detergentes es apropiado para obtener
ADN de M. incognita apto para su deteccion molecular porque obtuvo ADN de

elevada calidad y concentracion, ademas de ser un método poco laborioso.

Para poder amplificar el marcador molecular se requieren 180 ng de ADN por
reaccion de PCR, obtenido al utilizar el método de separacién de nematodos de
bandeja de extraccion en conjunto con la extraccion de ADN de lisis con

detergentes.

Para la deteccion molecular de M. incognita es necesario eliminar la mayor
cantidad de contaminancion proveniente del suelo. Porque los contaminantes
disminuyen la concentracion del ADN obtenido e incrementando la presencia de
inhibidores de la PCR.



VI. RECOMENDACIONES

El método de proteinasa K puede ser mejorado incrementando la concentracién de

la enzima para obtener un mayor rendimiento de ADN.

La metodologia propuesta para extraccion de ADN para deteccion molecular de M.
incognita debe de ser evaluada en campo, estudiando su sensibilidad y repetibilidad

frente a distintos tipos de muestra.

Debe evaluarse el uso de las metodologias propuestas para lograr la identificacion

de otras especies del género Meloidogyne.
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ANEXO 1

FLUJOGRAMA DE LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Extraccion de
nematodos

ME

rODOS

Bandeja de Centrifuga Bandeja
extracciéon cion de Cobb

Métodd Elegido

. Muestra
Bandeja de Extraccion
extraccion
v
Optimizacion Lisis con Proteinasa Mini
detergentes K preparacién
RATAMIENTO
j i i Mini- . .
Bandeja ,de ,Cenmﬁlg.a,a . Métodg Elegido
extraccion on Flotacion bande]a

Condiciones
PCR

Lisis con

detergentes

Diferentes
concentracion
es de ADN

MétodolElegido

Mini-
bandeia

180 ng/ul
(Touchdown)

e i g WO U gy ..q______________________

LEYENDA
Evaluacion

OBJETIVO 1: Seleccién y optimizacién de una metodologia para la obtencidn de nematodos M. incognita
provenientes de muestras de suelo

OBJETIVO 2: Seleccién y optimizacién un protocolo de extraccion de ADN a partir de M. incognita obtenidos a
partir de muestras de suelo

OBJETIVO 3: Estandarizacion de las condiciones de PCR para deteccién molecular
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ANEXO 2

METODOS DE EXTRACCION NEMATODOS DE SUELO

Esquema del método de Bandeja de Cobb

Mezcla homogénea

\ / Homogeneizar
r B b
|

Agna potable

+ |_ | |
400 mesh 300 mesh I
Muestra de suelo - - | I =
Primera serie Segunda serie
de tamices de tamices Suspension de

nematodos

Esquema del método de Centrifugacion Flotacion

Homogeneizar

——
_ 20 ml
Agua potable 80 mesh Sacarosa 70%
+ i N :
Muestra de suelo e 20 ml
500 mesh Suspension de
Suspension de \/ nematodos
nematodos
inicial
e Separar el L
Centrifugacion .
it sobrenadante Suspensién de
— E— nematodos final
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Esquema del método de Bandeja de extraccién

Papel Toalla == ®
48 horas

Muestra de suelo

Lavado de la suspension
de nematodos con agua
potable

Tamiz artezanal

Aguapotable
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Lavado dejuveniles:
Unlavado con
hipoclotito de sodio
0.52%

Doslavados conagua

destilada @

Centrifugacion
Incubaciona
-20°C
Separacion de
fases

Vartex

ANEXO 3

METODOS DE EXTRACCION DE ADN

Esquema del método “Minipreparacion”

Afiadir:
50 pl amortiguador
mitipreparacion

Sobrenadante

‘ Precipitado

Incubacion
93°C
Afadir 3 minutos
350 pl amortizuador
mitipreparacion
Molienda
Adicion de dos
wvol. de etanol
abzoluto
Centrifuzacion
Adicion de
etanol 70% al
pellet (x2)

Afiadir
0.5 vol Acetato de
sodio 30, pH 32

Molienda

Secado de pellet
Adicion de 301
de TE
Homogeneizar




Juveniles lavados

Homogeneizar alcohol isoamilico
Incubar (25:24:1)
a 35°C unanoche

Saraan.

Dos vol. de

etanol Homogeneizar

absoluto Incubara -20°C
en la noche

Esquema del método “Proteinasa K”

conagua destilada
Afiadir 50 pl de Afiadir 230 pl de
amortiguador lisis amortiguador lisis
Afiadir 700 pl de Centnifuzar
fenol: cloroforma: Separarla

Homogeneizar faseacuosa

Adicion de
etanol T0% v
NaCl M al
pellet

Tl

Molienda intercalada
concalor de v \/

microondas (x3)

Adicion de 3011

de TE

Incubacion
30°C
10 minutos
Afladir 20 pl de
proteinasa K
(1 mg/ml)
Adfiadir un Centrifugacion
vol de I
Separar la fase
cloroformo: Homogeneizar acuosa
alcohol -
isoamilico
(24:1)

Homogeneizar



Esquema del método “Lisis de detergentes

Juveniles lavados con

agua destilada
Adiadir: Afiadir i ..
200 pl de TSNT Centrifiigacion | 600 pL de Cenmfugau.on
300 pL defenol saturado Transferencia | cloroformao: Transferencia de
100 pL de cloroformo: Vartex de fase acuosa alcohol Homogeneizar fase acuosa
alcohol isoamilico (24:1) isoamilico
(24:1)
Afiadir Centrifugacion Centrifugacion Secado de pellet
- ; Adicion de Adicion de etanol Adicion de 30
Des vol. de tanol 70% al : bsoluto al pellet de TE
etanol Homogeneizar EE:a]f:!’Et:I o Homogeneizar Eejlir;uo aclijt:n’E Heomn eneizar
absoluto  Incubara -20°C P g g
en la noche




ANEXO 4

ANALISIS ESTADISTICO PARA METODOS DE EXTRACCION DE
NEMATODOS A PARTIR DE MUESTRAS DE SUELO

300 400
| |

Numero de juveniles
200
|

=

T T T
Bandeja Centrifugacion Cobb

50
|

Método de extraccion de nematodos

Diagrama de cajas del numero de juveniles obtenido por método de extraccion de

nematodos de muestras de suelo.

Analisis de normalidad y homocedasticidad para métodos de extraccion de nematodos a partor de

muestras de suelo

Método Shapiro-Wilk Barlett
Bandeja de extraccion 0.06373*
Centrifugacion 0.2753* 0.1079**
Bandeja de Cobb 0.9439*

*Distribucion normal, p>0.05
**Homogeneidad de varianzas para los cuatro métodos, p>0.05
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Pruebas ANOVA y Tukey para métodos de extraccion de nematodos de muestras de suelo

ANOVA Tukey

Suma de Media .
Q

cuadrados  cuadratica Sig. Grupos Sig.

Inter 2 213327 106664 7584 93etx CeMAfugacion o0 4 00001
grupos Bandeja

Intra 9 1266 141 Cobb 1115  <0.00001**
grupos Bandeja

Total 11 214593 Cobb 26.74  <0.00001

Centrifugacion

g.l., grados de libertad; F., estadistico F; Sig., significancia; q, estadistico Tukey
*Existe una diferencia significativa entre el niimero de juveniles obtenidos en cada método, p<0.001
**Existen diferencias significativas entre el nimero de juveniles obtenidos en cada grupo de métodos, p<0.001
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ANEXO 5

ANALISIS ESTADISTICO DE CADA FASE DEL METODO MINIPREPARACION

ng/ul

25

20

15

10

PARA EXTRACCION DE ADN

260280

-

T k
R E—

T T T T
Precipitado Sobrenadante Precipitado Sobrenadante

Fase Fase

Diagrama de cajas de los resultados obtenidos en cada fase del método minipreparacién para

extraccion de ADN a partir de nematodos juveniles (A) Concentracion de ADN (ng/ul). (B) indice de
calidad de ADN (260/280).

Anélisis de normalidad y homocedasticidad de los resultados obtenidos en cada fase del método

minipreparacién para extraccion de ADN a partir de nematodos juveniles

Fase Cantidad de ADN (ng/ul) Calidad de ADN (260/280)
Shapiro-Wilk Barlett Shapiro-Wilk Barlett

Precipitado 0.684* a 0.991* b

Sobrenadante 0.2004* 0675 0.000932%+ 0000004

*Distribucion normal, p>0.05

**Distribucion no normal, p<0.05

# Homogeneidad de varianzas para las dos fases, p>0.05

® No homogeneidad de varianzas para las dos fases, p<0.05

Prueba T de diferencia de medias de la concentracion de ADN (ng/ul) obtenido en cada fase del método

minipreparacion para extraccion de ADN a partir de nematodos juveniles

Prueba T
90% intervalo de confianza para la diferencia
gl t  Sig. (bilateral) o (nterv P .
Inferior Superior
8 2.1698 0.06184* 1.254134 16.288466

* Existe una diferencia significativa de la cantidad de ADN obtenido en cada fase, p<0.1
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ANEXO 6

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS METODOS DE EXTRACCION DE ADN

35
2.2
I

30
|

20
I

25

| - | = ]

- B
E 3=
c g - —
p—— g
w |
I w -
o _| i |
< | |
w0 | - |
T T T T T T
Detergentes Minipreparacion Proteinasa K Detergentes Minipreparacion Proteinasa K
Método de extraccion de ADN Método de extraccion de ADN

Diagrama de cajas de los resultados obtenidos en tres métodos de extraccién de ADN a partir de
nematodos juveniles (A) Concentracion de ADN (ng/ul). (B) indice de calidad de ADN (260/280).

Analisis de normalidad y homocedasticidad de los resultados obtenidos en tres métodos de extraccion

de ADN a partir de nematodos juveniles

Cantidad de ADN (ng/ul) Calidad de ADN (260/280)
Método Shapiro-Wilk Barlett Shapiro-Wilk Barlett
Sig. Sig. Sig. Sig.
Lisis con detergentes 0.157* 0.529*
Minipreparacion 0.591* 0.425° 0.991* 0.0003"
Proteinasa K 0.268* 0.439*

*Distribucion normal, p>0.05
# Homogeneidad de varianzas para los tres métodos, p>0.05
® No homogeneidad de varianzas para los tres métodos, p<0.05
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Pruebas ANOVA y Tukey para la cantidad de ADN (ng/pl) obtenido a partir de nematodos juveniles

utilizando tres métodos de extraccién de ADN

ANOVA Tukey

Suma de Media

cuadrados  cuadratica Sig. Grupos Q Sig.

Inter
grupos
Intra
grupos

Total

Minipreparacion
Lisis de detergentes
Proteinasa K

12 405.5 33.8 . -4.690  0.002°
Lisis de Detergentes

14 Proteinasa K 4659 0.002°
Minipreparacion

2 1048.8 524.4 15.52  0.0005* 0.829 0.691°

g.l., grados de libertad; F., estadistico F; Sig., significancia; q, estadistico Tukey
*Existe una diferencia significativa de la concentracién de ADN (ng/ul) obtenida en los métodos de extraccién de ADN,

p<0.001

a No existen diferencias significativas de la concentracion de ADN (ng/ul) obtenida en cada grupo de métodos de
extraccion de ADN, p>0.001
b Existen diferencias significativas de la concentracion de ADN (ng/ul) obtenida en cada grupo de métodos de
extraccion de ADN, p<0.001

Prueba Welch ANOVA para la calidad del ADN (260/280) obtenido a partir de nematodos juveniles

utilizando tres métodos de extraccién de ADN

F gl.1 g.l.2 Sig.
0.518 2 8.871 0.613*
F., estadistico F; g.1., grados de libertad; Sig., significancia.

* No existe una diferencia significativa en la calidad del ADN
(260/280) obtenido en los métodos de extraccion de ADN, p>0.05
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ANEXO 7

ANALISIS ESTADISTICO DE CADA TRATAMIENTO DE OPTIMIZACION DEL
METODO DE EXTRACCION DE NEMATODOS

(=]
C:l —
|
o .
=g
2 o
[=)] w T
[
o _|
= .
T i
I
o _|
N JE— —
| | |
Bandeja Lavado centrifugacion  Mini-bandeja

Tratamiento

Diagrama de cajas de la concentracién de ADN (ng/ul) obtenido por cada
tratamiento de optimizacion del método de extraccion de nematodos a partir de
muestras de suelo.

Anélisis de normalidad y homocedasticidad para la cantidad de ADN (ng/ul) obtenido por cada

tratamiento de optimizacion del método de extraccion de nematodos a partir de muestras de suelo

. Shapiro-Wilk Barlett
Tratamiento . :
Sig. Sig.
Bandeja de extraccion 0.157*
Lavado Centrifugacion 0.172* 0.606**
Mini-bandeja 0.181*

Sig., Significancia.
*Distribucion normal, p>0.05
**Homogeneidad de varianzas para los cuatro métodos, p>0.05
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Pruebas ANOVA y Tukey para la concentracion de ADN (ng/ul) obtenido por cada tratamiento de

optimizacion del método de extraccion de nematodos a partir de muestras de suelo

ANOVA Tukey
Suma de Media . .
cuadrados  cuadratica Sig. Grupos g Sig.
Inter 2 11581 5700 6219 0000005 -2vado 0293  0.954°
grupos Bandeja
Intra 838 93 Mini-bandeja 5 chg < 0001"
grupos Bandeja
Mini-bandeja b
Total 11 214593 8.934 <0.0001
Lavado

g.l., grados de libertad; F., estadistico F; Sig., significancia; g, estadistico Tukey.

*Existen diferencias entre la concentracion de ADN obtenida en cada método, p<0.05

#No existen diferencias entre la concentracion de ADN obtenida en cada grupo de métodos, p>0.05
b Existen diferencias entre la concentracién de ADN obtenida en cada grupo de métodos, p<0.05
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