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Resumen. Los nematodos fitoparasitos pertenecientes al
género Meloidogyne se encuentran ampliamente
distribuidos en el mundo y México no es la excepcion, se
asocian a pérdidas economicas en cultivos, entre los que
destacan los de hortalizas, razon por la cual es necesario
implementar nuevas estrategias en el manejo y control de
cultivos afectados por estos nematodos. La identificacion
apropiada de las especies de Meloidogyne es importante,
precisamente para poder implementar estrategias no
quimicas en el control de este nematodo como son la
rotacion de cultivos, uso de agentes de control bioldgico y
variedades resistentes, ademas de la aplicacion de
programas de cuarentena. La determinacion de los fenotipos
isoenzimaticos en geles de poliacrilamida, principalmente
de esterasa y malato deshidrogenasa, han resultado ser
efectivos, rapidos y confiables en la identificacion de las
especies mas comunes de Meloidogyne, lo cual en
conjuncion con la determinacion de caracteres
morfométricos y la caracterizacion molecular nos
proporciona la certeza de haber identificado la especie
correcta.
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Existen diversos métodos para la identificacion del
nematodo agallador Meloidogyne como: morfologia y
morfometria, determinacion de hospedantes preferenciales,
identificacion molecular y enzimatica. Con el tiempo estas
técnicas han ido mejorando y han sido mas sensibles al
grado de que con una sola hembra se puede determinar la
especie correspondiente de nematodo agallador presente en
un cultivo (1, 2).

Métodos de identificacion del nematodo agallador
Meloidogyne spp.

Método morfolégico y morfométrico. La
identificacion de especies de Meloidogyne en un principio se
basé en caracteres morfologicos y morfométricos de
hembras, machos y juveniles. Entre los caracteres mas
utilizados tenemos los patrones perineales; sin embargo,
estos son variables aun entre especies o pueden haber
nematodos aberrantes, por tanto aun cuando se contara con
personal adiestrado en la identificacion por este método,
seria dificil determinar con exactitud la especie (2).

Hospedantes diferenciales. La prueba de los
hospedantes diferenciales consiste en la inoculacion de seis
plastas hospedantes estandar: Algodén ‘“Deltapine 617,
tabaco”NC 957, pimienta “California Wonder”, sandia
“Charleston Gray”, cacahuate “Florunner” y tomate
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“Rutgers”. Esta prueba se basa en de la susceptibilidad o
resistencia de la planta, ademas es posible distinguir las
cuatro especies de Meloidogyne mas frecuentes, cuatro
razas de M. incognita'y dos razas de M. arenaria (3).

Caracterizacion molecular. El diagnostico
molecular se puede aplicar a huevos, juveniles, hembras y
machos, pero tiene algunas limitaciones, ya que con esta
técnica no se puede diferenciar entre los diferentes
haplotipos, ademas la amplificacion se basa en fragmentos
relativamente grandes, lo que limita su aplicacion en
extractos de DNA degradados o contaminados. La reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) proporciona un método
altamente sensible para la amplificacion de DNA y la
posterior identificacion. Ademas esta técnica permite hacer
la correcta identificacion de tres de las especies de
Meloidogyne mas distribuidas M. incognita, M. javanica y
M. arenaria (3).

Caracterizacion enzimatica. Es un método descrito
para identificar a las hembras de diversas especies de
Meloidogyne mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida de las isoenzimas esteras (EST) y malato
deshidrogenasa (MDH). Después de realizada la
electroforesis, la EST o MDH se presentan como bandas de
color las cuales son especie-especificas (1, 2). Dicho método
es muy sensible, ya que se necesita solo una hembra para
hacer la identificacion, por lo tanto, es util para la deteccion
temprana de mezclas de especies (2). La estabilidad relativa
de los fenotipos isoenzimaticos en Meloidogyne spp.
representa una herramienta util para la identificacion del
nematodo, entre los sistemas de isoenzimas, la EST tiene el
valor diagnodstico mas alto ya que es el fenotipo que mas se
hadescrito (1,2).

Es importante sefialar que en la determinacion de la
EST hay variacion intraespecifica, lo cual en algunas
ocasiones dificulta la identificacion, por ello para resolver
estas variantes que se presentan entre especies es necesario
determinar otros fenotipos isoenzimaticos como: MDH o
SOD(1,2).

Extraccion de proteinas. Se extraen las hembras de
las raices agalladas con ayuda de jeringas de insulina. Para
determinar el fenotipo EST la hembra se coloca en un tubo
eppendorff que contiene 20 pl del regulador de extraccion
(1), estas se lisan con ayuda de una punta de micropipeta de
10 pL. Los tubos se centrifugan a 13000 rpm durante 2
minutos y se guardan a 4°C hasta su uso. Para determinar el
fenotipo MDH se utiliza un buffer duferente (1) y se procesa
de lamisma forma que el fenotipo EST (1).

Formacion del gel de poliacrilamida. La
electroforesis se realizara en geles de poliacrilamida, los
cuales estan formados por dos geles un gel separador que
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tiene una concentracion de %T de 12.5 y un gel concentrador
conun %T 18. El gel se monta y se le coloca el regulador de
corrimiento (1). A la extraccion de proteinas obtenidas
previamente se le colocan 5 puL de azul de bromofenol al
0.02%, la mezcla se coloca en el pozo y el gel se corre
durante 30 minutos a 80 volts y después 70 min a 250 volts.
El gel se lava con agua bidestilada y se realiza una tincion a
37°C durante 1 h con la solucién para tefiir correspondiente a
laisoenzima a determinar (1). A partir del nimero de bandas
y la movilidad electroforética calculada para cada muestra
se identifica a la especie de Meloidogyne correspondiente

).
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