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RESUMEN

Especies del género Meloidogyne causan
importantes dafios al cultivo de la papa (Solanum
tuberosum L) alrededor del mundo. Su efecto
puede ser directo al disminuir el rendimiento
o indirecto al infectar los tubérculos y causar
agallas o protuberancias, que les confiere una
apariencia verrugosa, que afecta su calidad y
reduce su valor comercial. En Capellades y
Llano Grande de Cartago, Costa Rica, fueron
encontrados tubérculos de papa, de la variedad
Floresta y del clon Bananito, con numerosas pro-
tuberancias en su superficie. De las protuberan-
cias se extrajo hembras ovigeras de Meloidogyne
spp- Estudios morfoldgicos (disefio perineal
de las hembras) y moleculares (PCR y PCR-
RFLP) mostraron que las hembras extraidas de
las protuberancias pertenecen a la especie M.
incognita. Se recomienda estudiar las causas
que promueven la infeccién de los tubérculos
en ambas localidades, ya que cerca del 90% del
drea cultivada de papa en el pais corresponde a
la variedad Floresta. En adicidn, se debe prestar
especial atencién a las zonas semilleristas, ya
que los tubérculos-semilla podrian servir como
fuente de in6culo y contribuir a la diseminacién
del patégeno a otras dreas.
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ABSTRACT

Detection of Meloidogine incognita in
potato tubers in Costa Rica. Meloidogyne
species cause severe damage in potato (Solanum
tuberosum L) worldwide. They can incite direct
yield losses or may cause indirect damage in the
form of protuberances or blisters on tubers, giving
them a warty appearance. These deformations
make tubers unmarketable. Potato tubers of
cv Floresta and Bananito clone, with numerous
blisters on the tuber surface, were found on
2 localities, Capellades and Llano Grande, in
Cartago Province, Costa Rica. Meloidogyne
spp. females were extracted from the blisters.
Morphological and molecular (PCR and PCR-
RFLP) assays showed that the extracted females
belong to M. incognita. It is necessary to study
the causes promoting the infection of the potato
tubers, particularly because the Floresta cultivar
occupies 90% of the potato area in the country.
Special care must be taken with seed-potato
production zones, since infected seed tubers may
carry the pathogen to other areas.
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INTRODUCCION

El género Meloidogyne Goeldi, 1887
(Nemata:Heteroderidae), agrupa a los nematodos
formadores de nddulos radicales y comprende al
menos 80 especies (Siddigi 2000). En el cultivo
de la papa (Solanum tuberosum L), especies de
este género causan importantes dafos alrede-
dor del mundo. Su efecto puede ser directo al
disminuir el rendimiento por el dafio al sistema
radical o indirecto al infectar los tubérculos y
causar agallas o protuberancias que les confiere
una apariencia verrugosa que afecta su calidad y
reduce su valor comercial.

Seis especies del género Meloidogyne son
consideradas de importancia global en el cultivo
de la papa y podrian causar dafo a los tubércu-
los: Meloidogyne arenaria, M. chitwoodi, M.
fallax, M. hapla, M. incognita, y M. javanica.
Las 3 primeras son importantes en climas tem-
plados, mientras que las otras 3 lo son en climas
tropicales y subtropicales (Vovlas et al. 2005).
De estas especies M. chitwoodi y M. fallax no
han sido atin encontradas en Costa Rica (Lépez
1984). Las otras especies han sido detectadas
en diferentes hospederos y localidades del pafs,
incluida la papa, aunque no asociadas con dafios
a los tubérculos de papa (Ldpez y Dickson 1977,
Lopez y Salazar 1978, Gonzdlez y Lépez 1980,
Salazar 1980, Ldpez y Azofeifa 1981, Ldpez
1984, Lopez y Salazar 1978, 1988, 1990).

La identificacion correcta de la especie de
Meloidogyne spp., presente en un drea geografica
y responsable del dafio observado en la planta o
los tubérculos de papa, es indispensable para la
implementacion de medidas de combate, como el
uso de cultivares resistentes, la rotacion de culti-
vos y el establecimiento de medidas cuarentena-
rias (Lopez y Salazar 1978, Vovlas et al. 2005).

Tradicionalmente, la identificacion de
especies de nematodos en general y del género
Meloidogyne en particular, se basa en caracteres
morfolégicos y morfométricos (Taylor y Netscher
1974, Esser et al. 1976, Taylor y Passer 1978).
En el género Meloidogyne, un procedimiento
comun para su identificacion es el estudio del
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disefio perineal en la regién posterior del cuerpo
de las hembras. Esta drea comprende el término
de la cola, fastidios, lineas laterales, ano y vulva,
rodeados por pliegues cuticulares o estrias. Se
considera que el patrén (disefio) de la region peri-
neal es caracteristico para cada especie (Franklin
1962, Taylor y Netscher 1974). Sin embargo, los
procedimientos de determinacion de especies,
basados en morfologia, son lentos, requieren un
basto conocimiento en taxonomia, mucha expe-
riencia, y en algunos casos no son concluyentes.
En los disefios perineales, por ejemplo, se pueden
presentar variaciones morfolégicas que se apartan
del patrén normal establecido para cada especie
y algunas especies presentan disefios perineales
muy parecidos (Brito et al. 2004).

En los ultimos afios, los avances en biolo-
gia molecular y el empleo de la reaccion en cade-
na de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés)
(Mullis et al. 1986) han facilitado el andlisis
del genoma de los organismos, permitiendo una
identificacion y diagndstico rdpidos y precisos
de los mismos (Louws ef al. 1999). En adicion,
los andlisis basados en PCR son especificos, muy
sensitivos y permiten el estudio de un nimero
considerable de muestras en menor tiempo que los
métodos morfoldgicos (Michailides er al. 2005).
Estas metodologias de diagndstico molecular se
estan aplicando a nematodos, incluido el género
Meloidogyne. Se espera que complementen los
métodos tradicionales y en un futuro cercano se
conviertan en métodos rutinarios de diagndstico
(Powers 2004). Para las especies de Meloidogyne,
los andlisis moleculares incluyen desde el estudio
de fragmentos amplificados al azar (RAPDs por
sus siglas en inglés) hasta el empleo de impri-
madores especie-especificos (Adam et al. 2007).
Estos tltimos son de mayor utilidad cuando se
sospecha que una especie estd asociada al dafio
observado en las plantas. Sin embargo, la estra-
tegia mds empleada para la determinacion inicial
de una especie, cuando se considera que varias
especies pueden estar involucradas, consiste en la
amplificacion de una region conservada del geno-
ma (presente en todas las especies) y su posterior
digestion con enzimas de restriccién que revelan
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las diferencias entre las especies (PCR-RFLP). Se
obtiene un patrén de digestion caracteristico para
cada especie. Alternativamente, se utilizan impri-
madores que amplifican una regién conservada,
pero polimérfica en su longitud. Los productos
de amplificacién son de diferente tamafio para
cada especie. Zijlstra et al. (1997) y Wishart et al.
(2002) han empleado estas estrategias para una
identificacion rdpida y precisa de las principales
especies de Meloidogyne.

La infeccion de tubérculos de papa por
Meloidogyne spp. ha sido previamente documen-
tada en Argentina (Chaves y Torres 2001), Brazil
(Charchar 1997) y Malta (Vovlas et al. 2005).
Para Costa Rica, como se indicé anteriormente,
no se cuenta con antecedentes sobre este tipo de
infeccion en tubérculos de papa. A principios del
2006, tubérculos de papa de la variedad Floresta
y del clon Bananito, provenientes de las localida-
des de Capellades y Llano Grande de la provincia
de Cartago, mostraron deformaciones severas
(protuberancias o agallamiento), tipicas de las
asociadas con la infeccion por Meloidogyne spp.
Este hecho llamé la atencion debido a que la
variedad Floresta se emplea en el 90% del drea
cultivada de papa en Costa Rica.

En el presente trabajo se utilizé métodos
morfoldgicos y moleculares para determinar la
especie de Meloidogyne responsable del dafio a
los tubérculos de papa provenientes de la provin-
cia de Cartago, Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. En el presente estudio se uti-
lizé tubérculos de papa de la variedad Floresta
y del clon Bananito con protuberancias severas
(Figura. 1), provenientes de las localidades de
Capellades y Llano Grande de la provincia
de Cartago, Costa Rica. Los tubérculos fueron
enviados al Laboratorio de Nematologia de la
Universidad de Costa Rica.

Extraccién de los nematodos. Los tubérculos
fueron observados bajo un estereoscopio a 45X,
y las hembras ovigeras de Meloidogyne fueron
disectadas de las protuberancias, junto con masas
de huevos.

Identificacion morfolégica. Diseflos perineales
de 10-20 hembras de cada localidad fueron prepa-
rados de acuerdo al método descrito por Franklin
(1962) y modificado por Taylor y Netzcher (1974).
Los disefios fueron observados al microscopio,
utilizando un objetivo de inmersién, con un
aumento de 1500X. La interpretacion de los dise-
flos se basé en las descripciones e ilustraciones
publicadas por varios autores (Esser et al. 1976,
Lépez y Dickson 1977, Taylor y Sasser 1978,
Whitehead 1968).

Identificaciéon molecular. Se realiz6 mediante
2 procedimientos basados en la técnica de la

Fig. 1.

Daiio ocasionado por Meloidogyne spp. en tubérculos de papa, tanto en su parte externa como interna.
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reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, siglas
en inglés):

1) amplificacion de laregion intergénica (IGS)
de los genes del ADN ribosomal (ADNr)
con imprimadores que permiten la iden-
tificacion de las especies de Meloidogyne
spp. con base en el tamafio del producto de
amplificaciéon o con imprimadores espe-
cie-especificos (Wishart ef al. 2002);

2) andlisis del polimorfismo en la longitud de
los fragmentos de restriccion de la region
espaciadora ITS (Internal Transcribed
Spacer) de los mismos genes (PCR-RFLP).
El ADN gendmico total fue extraido a partir
de un grupo de por lo menos 40 hembras de
cada localidad segtin el método del bromu-
ro de cetril-metil amonio (CTAB, siglas en
inglés) (Ristaino ef al. 1998). Para la ampli-
ficacion de la region IGS del ADNr fueron
utilizados los imprimadores Blo4 y Blo5,
asi como los imprimadores JVMI, JVM
hapla y JVM tropical y las condiciones de
amplificacion propuestas por Wishart et al.
(2002). Los imprimadores Blo4/Blo5 fue-
ron empleados en un PCR simple, mientras
que los JVM en un PCR multiplex. Para el
andlisis PCR-RFLP, la amplificacion de la
region ITS del ADNr fue realizada con los
imprimadores ITS4 e ITS6 (White et al.
1990) segun las condiciones descritas por
Ristaino ez al. (1998). El producto de PCR
fue digerido con las enzimas de restriccion
Alul, Dral y Rsal, en forma independiente,
segun las indicaciones del fabricante para
cada enzima. Las reacciones de amplifica-
cioén fueron repetidas al menos 2 veces y
siempre se incluyd un control negativo (sin
ADN) para detectar cualquier contamina-
cién. También se incluyé como controles
el ADN extraido de juveniles y huevos
de Meloidogyne incognita y de M. hapla,
previamente caracterizadas con base en el
disefio perineal.
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RESULTADOS

El disefio perineal de las hembras extrai-
das de los tubérculos infectados, provenien-
tes de ambas localidades, correspondi6 al de
Meloidogyne incognita (Figuras 2y 3).

El producto de amplificacién por PCR
simple (Figura 4A) y por PCR multiplex (Figura
4B) fue del tamafo esperado para M. incogni-
ta segin Wishart er al. (2002). En adicion los
productos de PCR obtenidos fueron idénticos a
los del aislamiento control de M. incognita. Los
productos de amplificacion difirieron de los de
M. hapla.

Los patrones de restriccién de la regidn
ITS del ADNr generados por la accion de las
enzimas Alul (Figura 5A), Dral (Figura 5B) y
Rsal (Figura 5C) no difirieron para las muestras
provenientes de los tubérculos deformes de ambas
localidades, ni con el aislamiento control de M.
incognita. Las 3 enzimas permitieron diferenciar
claramente M. hapla y M. incognita.

DISCUSION

La aparicion de tubérculos de papa de la
variedad Floresta y del clon Bananito con un
severo agallamiento en su superficie (Figura
1), en 2 localidades de la provincia de Cartago,
hizo sospechar de la infeccion de los mismos por
Meloidogyne spp. Este evento no ha sido previa-
mente documentado para el cultivo de la papa en
Costa Rica. Las caracteristicas morfoldgicas de
los disefios perineales, asi como los resultados
obtenidos mediante analisis moleculares, identi-
ficaron a la especie asociada al dafio en los tubér-
culos de papa en ambas zonas como M. incognita.
La concordancia entre la determinacion morfol6-
gica y la molecular garantiza un correcto diag-
ndstico. Esta es la primera vez que se identifica a
M. incognita como la especie que causa dafios en
los tubérculos de papa en Costa Rica.

Las muestras infectadas procedian de
las localidades de Capellades y Llano Grande,
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Fig. 2. Fotomicrograffas de disefios perineales de hembras de Meloidogyne incognita provenientes de Capellades,
Cartago.

Fig. 3. Fotomicrografias de disefios perineales de hembras de Meloidogyne incognita provenientes de Llano Grande,
Cartago.
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500 pb—»

Fig 4. Productos de PCR obtenidos con los imprimadores: A) Blo4/Blo5 (PCR-Simple) y B) JVM, JVM1 y JVM Tropical
(PCR-Multiplex). Lineas 1y 2 Meloidogyne spp. extraido de tubérculos de papa con protuberancias; 3 M. incognita,
4 M. hapla y C: control negativo (sin ADN). M: marcador molecular 50 pb.

Fig. 5. Patrones de restriccion de la region ITS del ADNr generados por las enzimas A) Alul B) Dral y C) Rsal: lineas 1 y
2 Meloidogyne spp. extraido de tubérculos de papa con protuberancias; 3 M. incognita, 4 M. hapla, C: control (sin
ADN) y S: Producto de PCR sin digerir. M: marcador molecular 50 pb.
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Cartago. En ambas localidades se ha descrito la
presencia de M. hapla y M. incognita, asociadas
a diferentes cultivos horticolas, incluida la papa,
aunque como se indicé anteriormente, ningu-
na de estas especies ha sido descrita causando
dafio a los tubérculos de papa (Lopez y Azofeifa
1981). En Llano Grande, ambas especies han
sido encontradas infectando una misma planta
de arveja (Ldpez y Azofeifa 1981). También han
sido reportadas juntas en plantas de zanahoria en
Cartago y en repollo y lechuga en San Luis de
Santo Domingo de Heredia (Ldpez y Azofeifa
1981). En el presente estudio, no se encontré evi-
dencia de la participacion de M. hapla en el dafio
a los tubérculos de papa. Los métodos molecu-
lares permitieron diferenciar claramente ambas
especies y son lo suficientemente sensibles para
detectar mezcla de especies (Zijlstra et al. 1997).

El hecho de que los tubérculos afectados
fueran de la variedad Floresta, que ocupa el 90%
del drea cultivada de papa en Costa Rica, indica la
susceptibilidad de esta variedad y representa una
alerta para la produccion de papa en el pais. Se
desconoce la extension del problema, por lo que
es necesario realizar un muestreo en las zonas
productoras de papa del pafs, para determinar la
magnitud del dafio a los tubérculos y la especie de
Meloidogyne presente. La identificacion mole-
cular ofrece una alternativa para un diagnéstico
rapido y preciso de las especies de Meloidogyne
predominantes en dichas zonas, tanto en tubér-
culos sintomdticos como asintomaticos. Ademas
de los andlisis descritos en el presente trabajo se
puede incluir el uso de imprimadores especifi-
cos para confirmar los resultados aqui presen-
tados (Adam et al. 2007). En adicion, se debe
estudiar los factores que estdn propiciando la
infeccién de los tubérculos de papa en las loca-
lidades muestreadas y determinar la agresividad
de M. incognita en las variedades actualmente
cultivadas en el pafs. Finalmente, debe prestarse
atencion a la infeccién de los tubérculos-semilla
para evitar la diseminacion del nematodo a otras
zonas productoras.
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