1 - INTRODUCCION

El cultivo del cafeto (Coffea ardbica) es de gran importancia econOmica en términos de
produccién y generacion de empleo en la zona cafetalera de Izalco. Este municipio esta
ubicado en el Departamento de Sonsonate en la zona occidental del pais. Segun
PROCAFE, en lzalco existen 9329 mz. de cafetal las cuales estan distribuidas en los tres
estratos altitudinales (400-1200 m. s. n. m.). La produccion promedio por manzana en esta
zona es de 10 - 12 qg/mz segun técnicos de POCAFE, lo cual es muy bajo si lo
comparamos con la potencialidad de produccion que tienen las variedades, "pacas" y
"bourbon” sembradas en condiciones optimas, 20 - 35 qg/mz y 25 - 40 qgg/mz
respectivamente. Esta baja produccion se debe a que las plantaciones son afectadas por
problemas fitosanitarios. Los cafetos son atacados por plagas principalmente por: hongos,
insectos y nematodos que afectan su produccion. Siendo estos Ultimos los responsables
de la mayoria de los dafios que se observan en las diferentes fincas, donde se
encuentran diversas poblaciones de nematodos agalladores pertenecientes al género
Meloidogyne.

Los dafios o pérdidas que estos ocasionan se pueden resumir de la siguiente manera:

a) Reduccion de la produccion de plantas infestadas

b) Destruccién de plantas en vivero

c)Incremento en los costos de produccion debido a la utilizacién de nematicidas.

Para el combate de estos nematodos, los caficultores utilizan productos agroquimicos
(nematicidas), sin embargo estos productos presentan ciertas desventajas: son de alto
costo, de manera que no estan al alcance de todos los productores ; son mas eficaces en
viveros y menos eficaces en plantaciones establecidas; son peligrosos para las personas

que los manipulan y contaminan el medio ambiente y cuando se utilizan hay que depender
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de ellos. Por estas razones, existe la necesidad de implementar programas de
investigacion para buscar métodos alternativos de control. Uno de estos métodos es: la
utilizacion y la seleccion de variedades resistentes de Coffea canephora (Robustas) que
puedan ser utilizadas como portainjertos. Sin embargo, para llevar a cabo este tipo de
trabajo, es imperativo identificar y/o caracterizar la diversidad de especies de nematodos
presentes en la zona. El presente trabajo trata de la caracterizacion de poblaciones de
nematodos del género Meloidogyne que se encuentran parasitando el cultivo de cafetos

en la zona cafetalera de lzalco.



2- MARCO TEORICO

2.1 Importancia Economica de los Nematodos en el Cultivo de Cafetos

Todos los suelos agricolas son hospederos potenciales de nematodos fitoparéasitos, lo que
ha ocasionado que diferentes géneros y especies alcancen poblaciones criticas que
reducen los rendimientos de los cultivos establecidos (Araya, 1994). Los dafios se
acentian cuando buenos hospederos son cultivados en forma frecuente y especialmente
cuando se trata de un monocultivo como el cafeto. Los nematodos parasitos de las raices
de cafetos pertenecen a dos géneros: Meloidogyne y Pratylenchus spp. Son de
importancia econdmica ya que los primeros desarrollan agallas en las raices reduciendo la
capacidad de absorcion de agua y nutrientes en la planta, los segundos lesionan los
tejidos provocando el desprendimiento de la corteza en las raices (Anzueto et al.,1995;
Villain et al.,1999). Las plantas atacadas no desarrollan sintomatologia aérea
caracteristica por lo cual los agricultores y agrénomos confunden los sintomas con
problemas edaficos (Einsenback et al., 1983; Araya, 1994; Villain et al.,1999). Los dafios
causados por nematodos han sido evaluados en las diferentes etapas del cultivo del café
en viveros en varios paises productores (tabla 1). Aun cuando resulta dificil establecer con
certeza las pérdidas en produccion; existen datos y observaciones que revelan el impacto

de los fitonematodos en plantaciones establecidas(tabla 2)(Anzueto, 1993; Araya,



Cuadro 1. Efecto de fitonematodos en viveros de café (Araya, 1994).

EDAD PARAMETRO
(meses) NEMATODO AFECTADO % REFERENCIA
4 Meloidogyne exigua Crecimiento 34 Roman, J. 1978
6 M. exigua Altura 30 Arruda 1960
10 M. exigua Crecimiento 45 Romén, J. 1978
12 M. exigua Altura 68 Arruda 1960
12 M. exigua Altura 31.4 Macedo 1974
8 M. incognita Altura 20 Negréon etal., 1987
M. incognita Peso raiz 50 Vovlas et al., 1991
M. javanica Peso raiz 45 Vovlas et al.,, 1991
4 Pratylenchus coffeae Crecimiento 32 Monterroso 1973
10 P. coffeae Crecimiento 56 Monterroso 1973
6 Radopholus similis Altura 52 Milne et.,al 1976
10 Meloidogyne spp Reducel0 veces el Figueroa, A. 1978

peso del follaje.




Cuadro 2. Impacto de fitonematodos en la fase productiva del café (Araya, 1994).

PAIS NEMATODO DANO REFERENCIA
India Meloidogyne Provocan marchitez y muerte de la Mayne y
Pratylenchus planta. Subranhayan,
1933
Brasil M. exigua Principal causa de la decadencia Duque, 1949
del café en Rio de Janeiro.
Brasil Meloidogyne Abandonar las plantaciones y Delacroix citado
reemplazarlas por cafia de azlcar. | por Duque, 1949
Java P. coffeae Causo en menos de 6 meses la | Vaysssiere, 1955
muerte de mas del 95% del café.
Indonesia Meloidogyne Peste mas destructiva del café. Cramer, 1957
El Salvador Meloidogyne Segunda peste mas importante ISIC, 1958
después de Mycena citricolor.
Brasil M. coffeicola Grandes areas de café fueron Lordello L.G.E. et
reemplazadas por cafia de azlcar al., 1960
en Rio de Janeiro.
Brasil M. exigua 52% de pérdidas en rendimiento. | Arruda et al., 1962
India Rothylencus Con 10 juveniles (J2) / 50 c/c de D'suoza, 1965
reniformis suelo, imposible cultivar café.
Indonesia Radopholus Peste muy importante del café. | Whitehead, 1968
similis
India P. coffeae Cafetos mueren en suelos Whitehead, 1969
infestados.
México M. exigua Causa la muerte de 85% de Vasquez, 1971
resiembras.
Brasil M. exigua Grandes areas de café fueron Lordello E.I.L.,
reemplazadas por cafia de azlcar 1972y 1976
en Rio de Janeiro.
Peru M. exigua Principal problema en la Gobmez, 1972
M. incognita produccién
Brasil M. exigua Reduce la absorcion de zinc y Macedo et al.,
boro. 1974
Colombia M. exigua Causa pérdidas de $ 800 millones Barriga, 1976
M. javanica anuales.
Brasil M. exigua 24 % pérdidas en rendimiento. Sasser, 1979
México M. exigua 10 % pérdidas en rendimiento.
América Central M. exigua 10 % pérdidas en rendimiento.
Caribe M. exigua 10 % pérdidas en rendimiento.
América del Sur M. exigua 13 % pérdidas en rendimiento.
Sao Paulo M. incognita Peor peste del café Lordello, 1984
Brasil M. exigua Redujo 14.5% en altura, 19.4% en Guerra, 1985
el diametro y 68.2% en la
produccion.
Rio de Janeiro M. exigua Causo la destruccion total de Campos et al.,

plantaciones que fueron

1990

reemplazadas por cafia de azlcar.




2.2 Importancia econdmica de los nematodos del géne ro Meloidogyne como
parasitos del cultivo de cafetos

El primer reporte de la existencia de nematodos fitoparasitos perjudiciales a un cultivo
economico fue hecho por Jobert en (1878), quien observé los graves dafios que el
parasito causaba en plantaciones de cafetos en Brasil (Taylor & Sasser, 1983); diez afios
después la especie en mencion fué identificada por Goeldi (1887) como Meloidogyne
exigua. En Centro América los nematodos agalladores atacan viveros y cafetales
establecidos generando pérdidas econdmicas. Hasta el momento no se han realizado
estudios para cuantificar las pérdidas asociadas con la presencia del nematodo en Centro
América (Villain et al.,1999). Segun Sasser citado por Morera (1986) en América Central,
México y el Caribe las pérdidas ocasionadas por Meloidogyne spp son del 10%, sin
embargo en la década de los noventa se pudo observar varias fincas en Costa Rica y
Nicaragua con pérdidas superiores al 70%(Morera, 1986). Carneiro et al.,(1996a)
menciona que Meloidogyne spp esta entre las plagas mas destructivas de plantas de
cafetos en Brasil. Campos et al., (1990) reportan que en 1976 se destruyeron 3 millones
de plantas de vivero en el estado de Sao Paulo, Brasil y en Colombia se estima que los

dafios anuales ascienden a US $800 millones.

2.3 Nematodos del género Meloidogyne como parasito s del cafeto

2.3.1 Distribucion Mundial

No se conocen los hébitats originales de las especies de Meloidogyne. La amplia
distribucion del material vegetal infectado por este nematodo dificulta distinguir entre las

especies nativas de una region y las ya adaptadas (Taylor & Sasser, 1983).



Estos nematodos se encuentran diseminados en todas las zonas productoras de café en
el mundo(Christie,1959;Taylor & Sasser,1983) La distribucién de las especies de
Meloidogyne se explica por la variedad de huéspedes y por las condiciones climaticas
tales como la temperatura, pluviosidad y textura del suelo de una determinada region

(Christie,1959;Taylor & Sasser, 1983; Sasser & Carter, 1985).

2.3.2 Sintomatologia de plantas afectadas

La sintomatologia de la parte aérea de las plantas infestadas con nematodos agalladores,
es similar a aquellos causados por otros patdgenos de la raiz y/o por condiciones
ambientales que restringen el flujo de agua o de nutrientes. (Einsenback et al, 1983; Taylor
& Sasser, 1983). La mayoria de especies de Meloidogyne inducen a la raiz infectada a
engrosarse alrededor del punto donde el nematodo sé esta alimentando formandose asi la
tipica agalla radicular las que pueden presentarse simple o formando un conjunto masivo
de agallas de tamafio y forma variable sobre las raices de las plantas que parasitan. En el
vivero las plantas atacadas presentan una clorosis general y enanismo; en plantaciones
establecidas los cafetos presentan un amarillamiento en las hojas y posteriormente sufren
una defoliacion. (Christie, 1959; Taylor, 1968; Eisenback et al, 1983; Taylor & Sasser,

1983;Lordello,1986).

2.3.3. Métodos de Combate

Los caficultores combaten estos nematodos del nddulo de la raiz con diferentes métodos:



a) Control quimico

Este método consiste en la utilizacion de Nematicidas (organofosforados, carbonatos y
fumigantes) para reducir poblaciones de nematodos en el campo y en el suelo para
viveros.

b) Control genético

Este método consiste en utilizar plantas resistentes para combatir nematodos, sin
embargo, en lo que se refiere a Coffea arabica, no existe por el momento una variedad
comercial resistente a las diversas especies 0 patotipos de nematodos.

c) Control Cultural

Este método consiste en implementar medidas de evitacion o exclusion. Las practicas
consisten en evitar el transporte de plantas y suelo infestados con nematodos a sitios que
se encuentran libres de esta plaga. También se debe de evitar hacer viveros con suelos
infestados.

d) Injertacion

Este método consiste en la utilizaciéon de variedades portainjertos de Coffea canephora
(Robusta) resistentes a nematodos. En este caso, la variedad patrén no es afectada por
los nematodos y la variedad comercial produce con todo su potencial. Este método de
combate es bastante eficaz en zonas altamente infestadas y se utilizan desde hace mucho
tiempo en Guatemala y Brasil.

El programa de mejoramiento varietal de C. canephora conducido en Brasil llevo a la
creacion de la variedad Apoata la cual es resistente a diversos patotipos de M. incognita
(Villain et al. ,1999).

En Guatemala se utiliza desde hace muchos afios el patrén de Robusta para controlar al

nematodo Pratylenchus, sin embargo estos Robusta no seleccionados presentan un bajo
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nivel de resistencia (30 - 40%) a cepas de Meloidogyne agresivos (Anzueto, 1993; Villain
et al. ,1996; Bertrand et al.,1999). Debido a este bajo nivel de resistencia, se inicio un
proyecto de evaluacion y seleccion de germoplasma para obtener Robustas con mayor
grado de resistencia a los principales nematodos de Centro Ameérica, patdogenos para el
cafeto (Campos et al.,1990; Anzueto, 1993). Este proyecto permitiéo la creacién de la
variedad Nemaya (Anzueto et al 1991) la cual se origind del cruzamiento de dos arboles
de la coleccidon del CATIE: el T 3561 (2-1) y el T 3751 (1-2) ambos presentaron altos
niveles de resistencia en comparacion con otros (56 y 54% respectivamente). La
descendencia hibrida de este cruce es altamente resistente (80%) para M. arenaria de El
Salvador y Meloidogyne spp de Guatemala y el 100% para M. arabicida y M. exigua de
Costa Rica y Nicaragua respectivamente. (Anzueto et al.,1991; Bertrand et al.,1999 )

e) Enmiendas organicas

Los abonos organicos como: la gallinaza y la pulpa de café, juegan un papel muy
importante para mejorar la estructura, fertilidad y el regular el balance hidrico del suelo,
favorecen igualmente el desarrollo de microorganismos antagonicos de los nematodos
(Villain et al., 1999

f) Otros métodos.

- Plantas antagonistas

Existe una gran diversidad de plantas cuya accion nematicida es bien conocida dentro de
las cuales se encuentran las leguminosas de cobertura las que se consideran poseen una
mayor variedad de fitotoxinas que cualquier otra familia(Villain et al,1999) Estas fitotoxinas
se concentran en hojas, vainas, semillas y raices (Dominguez et al.,1990). En Costa Rica
y Nicaragua las leguminosas mas utilizadas para el control de nematodos son: Pueraria

phaseoloides, Arachis pintoi, Centrosema pubescens, Desmodium ovalifolium,
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Centrosema acutifolium, C. macrocarpum y Styzolobium spp, Dominguez et al.,1990 ;
Herrera, 1997; Herrera & Marban, 1999); estas han reducido significativamente el indice
de agallamiento en los trabajos realizados con nematodos agalladores. Es importante
considerar que las plantas antagoOnicas presentan cierto nivel de especificidad de su
antagonismo frente a los nematodos que se quieren combatir (Dominguez, et al.,1990;
Herrera & Marban, 1999).

- Micorrizas

Las micorrizas después de haber colonizado bien las raices de las plantas jovenes de café
pueden ejercer una accion antagonista sobre la infestacion de las raices por nematodos.
Ademas permiten mejorar la nutricion de los cafetos por su accidén simbidtica contribuye
asi a inducir una mayor tolerancia de las plantas al ataque de los nematodos (Villain et

al.,1999).

2.3.4 Clasificacién taxondmica de las especies de Meloido gyne
De acuerdo a Taylor & Sasser, (1983) la posicion taxonomica de las especies del género

Meloidogyne es la siguiente:

PHYLUM : Nemata o nematoda
CLASE : Secernentea
ORDEN : Tylenchida

SUPERFAMILIA  : Tylenchoidea
FAMILIA : Meloidogynidae

GENERO : Meloidogyne

10



2.3.5 Ciclo biologico

El ciclo de desarrollo de los Meloidogyne comprende cuatro estadios larvarios y un estado
adulto. El ciclo comprende dos fases: La primera que va desde la salida de las larvas de
los huevos, hasta que penetran en las raices de los cafetos y la segunda comprende el
desarrollo completo del nematodo al interior de los tejidos .(Christie,1959; Taylor &
Sasser,1983; Villain et al., 1999).

Taylor,1968; De Guiran & Netscher, 1970,1979, detallan el ciclo de desarrollo como sigue:
Estos nematodos pertenecen al grupo de los endoparésitos sedentarios, presentan
dimorfismo sexual, la hembra es de forma piriforme o esférica, y el macho es un gusano
de forma vermiforme y aguzado. La hembra ubicada en el interior de las raices, oviposita
sus huevos en una masa protectora gelatinosa. Las larvas mudan por primera vez en el
interior del huevo, luego eclosionan pasando al segundo estadio juvenil (J2) y se
diseminan en el suelo, donde pueden, ya sea penetrar directamente en la raiz, y comenzar
a alimentarse o esperar varios meses en el suelo en ausencia de un hospedero 0 en caso
de condiciones desfavorables. Una vez que las larvas encuentran las raices se fijan en
forma definitiva y continlan su crecimiento. Después de la segunda muda, las larvas estan
en el tercer estadio y se comienza a desarrollar células gigantes alrededor del punto de
fijacion del nematodo y una agalla comienza a aparecer sobre la raiz y se inicia también la
diferenciacion de las larvas en hembra y macho. Después de la tercera muda, y al
acercarse al final del cuarto estadio, comienzan a desarrollarse los 6érganos sexuales de la
hembra. ElI macho, se convierte en un gusano largo y delgado enrollado en la cuticula
larvaria; la hembra adulta empieza nuevamente a depositar los huevos en una masa

gelatinosa que se encuentra al exterior de la raiz.
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El macho deja la cuticula larvaria y se desplaza en la misma raiz para copular a la hembra

(fig. 1).

Figura 1. Esquematizacion del ciclo biolégico de Meloidogyne spp. 1) Larva en
segundo estadio (J2), 2) Larva de segundo estadio que acaba de penetrar una raiz,
3) Inicio de formacion de agalla; a - b: larvas de segundo estadio en crecimiento: c:
células gigantes; 4) Agalla conteniendo: a: hembra adulta con su masa de huevos
en una sustancia gelatinosa; b: macho adulto en su cubierta larvaria; c: células
gigantes; 5) Macho adulto libre.
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2.3.6 Factores que influyen en el desarrollo de M eloidogyne

La velocidad de desarrollo de estos nematodos se ve influida por factores como:
Temperatura.

Lordello (1977) menciona que a temperaturas entre 27.5 T a 30T, el estado adulto es
alcanzado en 17 dias. A temperaturas inferiores a 15.4C , 0 superiores a 33.5TC, las
hembras no llegan a alcanzar su madurez.

Humedad.

Las especies de Meloidogyne dependen del agua en el suelo para continuar su vida y
todas sus actividades. Las larvas y los huevos mueren en suelo seco; pero pueden
sobrevivir si hay suficiente humedad para mantener el aire del suelo con casi 100% de
humedad, en suelos muy hiumedos la emergencia puede inhibirse y el movimiento larval
disminuir por falta de oxigeno (Taylor, 1968; Taylor & Sasser,1983).

Textura del suelo.

Las larvas de los nematodos se mueven a través de los poros del suelo, muchos
nematologos han concluido que el nematodo del nédulo de la raiz es mas severo en
suelos arenosos que en suelos arcillosos(Christie, 1959; Taylor & Sasser, 1983). Es decir
en suelos que contienen menos del 10% de arcilla, menos del 30% de limo y méas del 60%

de arena (Sasser & Carter, 1985).

2. 4 Especies de Meloidogyne asociadas al cultivo del cafeto

Whitehead (1969) menciona la existencia de doce especies atacando el cultivo del cafeto,
Lordello (1972) menciona solamente diez.

Campos et al.,(1990) indica la existencia de trece especies. Sin embargo, recientemente

cuatro nuevas especies han sido descritas: M. arabicida en Costa Rica (Lopez & Salazar,
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1989), Meloidogyne spp. en Guatemala (Anzueto et al.,1991), M. konaensis en Hawai
(Einsenback et al, 1994), y M. paranaensis en Brasil (Carneiro et al.,1996a). Por lo que
actualmente son 17 especies reportadas como parasitos del cultivo del cafeto en las
diversas zonas de produccion de café en el mundo. (Tabla 3)

Desde el punto de vista econdémico las especies mas importantes son: M. exigua, M.
incognita y M. coffeicola (Taylor & Sasser, 1983; Campos et al,1990)

Las dos primeras se encuentran en Centro y Sur América donde causan graves dafos
(Campos et al.,1990; Marban, 1994). La ultima ha sido Unicamente sefalada en Brasil
(Curi et al.,1969; Jaehn, Rebel & Lordello, 1980).

En Centro América la especie M. exigua ha sido reportada en Guatemala (Schieber &
Sosa, 1960) en Costa Rica (Salas & Echandi, 1961) y en Nicaragua (Vega, 1982).

La especie M. incognita ha sido reportada en Guatemala (Chitwood & Bergé, 1960). En El
Salvador (Pinochet & Guzman, 1987) y en Costa Rica (Figueroa, 1989). Otra especie, M.

javanica fue reportada por Abrego & Holdeman (1961) en El Salvador.
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Cuadro 3. Distribucion geografica de las especies d

parasitos sobre raices de cafetos

NEMATODOS

HUESPED

PAIS

REFERENCIA

Meloidogyne exigua

Coffea arabica

Guatemala, El
Salvador, Nicaragua,
Costa Rica, Republica
Dominicana, Puerto
Rico, Colombia, Brasil,

Whitehead, 1969
Lordello, 1972
Campos et al, 1990

Bolivia, Peru y
Venezuela.
Guatemala, Jamaica,
M. incoanita C. arabica Brasil,Venezuela, Costa | Lordello, 1972
' g C. canephora de Marfil, Tanzania, | Campos et al, 1990
India.
M. coffeicola C. arabica Brasil Lordello, 1972
. . C.canephora El Salvador, Brasil,|Lordello, 1972
M. javanica (Robusta) : . .
X Tanzania, Zaire, India | Campos et al, 1990
C. arabica
M. hapla C. canephora var. Bra_sn, Tanzania, Zaire, Campos et al, 1990
Robusta India
) C. arabica . . )
M. africana C. canephora Kenia, Zaire Whitehead, 1959
M. decalineata C. arabica Tanzania, Sao Tomé Campos et al, 1990
M. kikuyensis C. arabica Tanzania Whitehead, 1969
M. arenaria C.canephora Jamaica Whitehead, 1969
(Robusta)
C. arabica
M. megadora g canepho_ra Angola, Uganda Whitehead, 1968
. congensis
C. eugenoides
M. inornata C. arabica Guatemala Campos et al, 1990
M. oteifae C. canephora Zaire Lordello, 1972
M. thamesi Coffea spp. India Campos et al, 1990
M. arabicida C. arabica Costa Rica Iigggz & Salazar,
M. konaensis C. arabica Hawai il)r;sdfenback et al,
M. paranaensis C. arabica Brasil Carneiro et al, 1996
Meloidogyne spp . Brasil, Perd, Surinam Es_benshade &
' C. arabica ' ' '| Triantaphyllou, 1985

(esterasa F1)

Guatemala

Anzueto et al, 1991

e Meloidogyne reportadas como
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2.5 Importancia de la identificacion de las especie s para implementar programas de
manejo integrado .

La identificacion de las especies de Meloidogyne es de gran importancia, pues constituye
la base para el combate de los mismos (Carneiro, 1996b; Jepson, 1987;Robinson, 1989 )
En Sur América, por ejemplo se siembran las dos especies de cafetos mas importantes,
C. arabica y C. canephora (Jepson, 1987). La primera es sensible a M. exigua mientras
que la segunda es resistente a esta misma especie. Sin embargo es necesario detallar
que las dos especies de cafeto son sensibles a otras especies de nematodos,

especificamente a M. coffeicola y M. incognita ( Jepson, 1987)

2.5.1 Problemas asociados a la identificacion dela s especies de Meloidogyne

La identificacion de las especies de los nematodos del nédulo de la raiz se dificulta por
varias razones: A nivel de campo, los sintomas aéreos que estos desarollan sobre las
plantas que parasitan no son especificos; de la misma forma, los sintomas sobre las
raices a veces no son observados, las agallas ofrecen muy pocos criterios (forma y
tamanfo variables) y algunas especies no las desarrollan (Christie, 1959; Taylor & Sasser,
1983).Por otra parte, diversas poblaciones de una misma especie producen diferentes
reacciones sobre un mismo huésped (presencia de razas biolégicas) (Taylor, 1968; Taylor
& Sasser, 1983; Ibrahim, 1993).

La taxonomia en el género Meloidogyne es generalmente basado en caracteristicas
morfologicas, biométricas y parasitolégicas (patrones perineales, largo del estilete, largo
de la cola de los machos, y rango de hospederos diferenciales) (Dalmaso & Bergé, 1978;
Netscher, 1978; Taylor & Sasser,1978; Jepson, 1983; Hartman,1985b Fargette, 1987;

Pais,1989;).Sin embargo los criterios morfolégicos mayormente utilizados para su
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identificacion presentan muy poca variacion entre las diferentes especies, lo que hace
dificil observar las diferencias existentes (Triantaphyllou,1963; Jepson, 1987; Fargette;
1987; Pais, 1989). Experimentos y estudios citogenéticos han demostrado que muchos
miembros del género Meloidogyne, se reproducen por partenogénesis mitotica obligada
(Triantaphyllou, 1962,1963,1970; Dalmaso & Bergé,1978; Einsenback, et al.,1983;
Esbenshade & Triantaphyllou, 1987;) por lo que el concepto de especie bioldgica no puede
ser aplicado a Meloidogyne.

El criterio morfologico mayormente utilizado para identificar las especies es el estudio de la
placa perineal de las hembras. Esta estructura es observada mediante una técnica de
preparacion y esta formada por estrias cuticulares (arrugas) que rodean la vulva y el ano
(fig. 4) (Hartman & Sasser, 1985a; Jepson, 1987). La ornamentacion que forman estas
estrias se parece a una huella digital humana (Fig.4). Aunque este criterio sea bastante
atil, presenta la dificultad de que la persona que realiza los estudios debe tener
conocimientos especializados en taxonomia (Jepson, 1987).

Otro criterio utilizado para identificar especies es el andlisis de proteinas enzimaticas y no
enzimaticas por medio de la utilizacion de la técnica de electroforesis (Esbenshade &
Triantaphyllou, 1985a,b;1987; Fargette & Braaskma, 1990).

Las enzimas mas utilizadas para discriminar especies son las esterasas (Dickson, 1970 -
1971; Dalmaso & Berge;1978; Janati et al.,1982; Eisenback, 1983; Fargette,1987a ;
Ibrahim, 1993). Después de realizada la electroforesis las esterasas se presentan como
bandas de color oscuro en una placa de gelatina previamente elaborada (Dickson, et
al.,1970,1971; Trudjil & Carpenter, 1971, Esbenshade & Triantaphyllou 1985b;

Hernandez et al.,1995; 1997)
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2.6 Caracterizacion bioquimica de poblaciones de M eloidogyne

2.6.1 Historia

El uso de técnicas electroforéticas en el estudio de proteinas solubles y enzimas
especificas ha sido popular desde principios de 1960 (Esbenshade y Triantaphyllou,
1985a).

Ornstein y Davis, (1964) describen la teoria y aplicacion de discos electroforeticos con
geles de polyacrilamida. La primera investigacion de taxonomia bioquimica en nematodos
del nédulo de la raiz fue conducida por Dickson et al., (1971); Hussey & Krusberg,(1971) y
Hussey et al., (1972).

En estudios iniciales de enzimas de nematodos fueron empleados discos electroforeticos.
Los extractos de muchos nematodos fueron combinados en un solo gel para la
identificacion de un fenotipo o de una poblacién de nematodos en particular (Dickson et
al., 1970, 1971; Hussey et al., 1972). En estudios posteriores fueron desarrolladas
microtécnicas de electroforesis y adaptadas para la extraccion de pequefias cantidades de
proteina solubles solo de hembras adultas de Meloidogyne para el andlisis enzimatico y
comparacion de enzimas fenotipos.(Dalmaso & Bergé 1978; Esbenshade & Triantaphyllou,
1985b). Recientemente la utilizacion de la técnica de laminas delgadas de gel de
polyacrilamida en el analisis electroforético de fenotipos enzimaticos de hembras
individuales provenientes de diferentes muestras de poblaciones de nematodos han
mostrado mucha satisfaccion ya que este método es muy confiable y preciso en la

identificacion de nematodos del nddulo de la raiz (Esbenshade & Triantaphyllou, 1985b).
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2.6.2 Sistemas enzimaticos mayormente utilizados.

Los andlisis de proteina via electroforesis con gel de polyacrilamida, proporcionan
informacion adicional para distinguir especies de los nematodos agalladores (Hussey et
al.,1972; Einsenback,et al.,1983; Esbenshade & Triantaphyllou, 1984, 1985 ,1987; Pais,
1989; Payan & Dickson, 1990; Fargette, 1990,Karsen et al.,1995). Esta técnica se basa en
el siguiente principio: las proteinas solubles tienen la propiedad de cargarse
eléctricamente cuando estan en solucién. Si se colocan en un campo eléctrico se
desplazan hacia el &nodo o hacia el catodo segun si su carga es negativa o positiva. La
velocidad de desplazamiento o velocidad de migracion electroforetica depende de la carga
de la proteina en medio de electroforesis, asi como tambien de su tamafio, de su forma 'y
de su asociacion eventual con otros compuestos quimicos capaces de ionizarse (Pasteur
et al.,1987)

Los perfiles electroforeticos de varias enzimas, particularmente de las esterasas (EST),
malato deshidrogenasa (MDH) y alfa glycerofosfato deshidrogenasa(GPDH); son
diferentes para cada especie (Eisenback, 1983). Los perfiles de esterasas son los mas
utiles para la identificacion de las cuatro especies mas comunes de Meloidogyne: M.
hapla, M. incognita, M. javanica y M. arenaria (Esbenshade,1983; Taylor & Sasser, 1985;

Esbenshade y Triantaphyllou, 1985b)
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3- MATERIALES Y METODOS.

El objetivo general de este trabajo fue identificar la diversidad de nematodos del género
Meloidogyne que se encuentran parasitando las plantaciones de cafetos en la zona
cafetalera de lzalco, Departamento de Sonsonate. Se caracterizaron 25 cepas de
Meloidogyne originarias de diferentes fincas de dicha zona ubicadas en los tres estratos
altitudinales (cf. Tabla 4. Fig. 2).

Las actividades se llevaron a cabo en el invernadero y laboratorio de Nematologia de la
Fundacion Salvadoreiia para Investigaciones del Café (PROCAFE), de julio del 2000 a

abril del 2001, el cual comprendi6 las siguientes fases:

3.1 Fase de campo

3.1.1 Recoleccion de muestras.

Se visitaron 25 fincas de la zona cafetalera de lzalco, localizadas entre los 400-1200
m.s.n.m. En cada finca se recolectaron raices de cafetos adultos que presentaban
sintomas de ataques por nematodos del género Meloidogyne (presencia de agallas) las
cuales se tomaron de la banda de fertilizacion previo a la limpia de la hojarasca a 30 cm
de distancia de la base del tallo y a 20 cm de profundidad; posteriormente se colocaron en
bolsas plasticas limpias identificandolas con el nombre de la finca también se colectaron

en viveros. Estas muestras fueron transportadas al laboratorio.

3. 1. 2 Establecimiento y mantenimiento de crias
Se establecié una coleccion de 25 cepas en el invernadero; donde una cepa o poblacion
consistié en una muestra de nematodos colectados en un lugar especifico y de una planta

especifica (café). De las raices se aislaron 5 masas de huevos y posteriormente se
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inocularon en plantas de café (Coffea arabica ) y sultana (Impatiens spp.) tal como ,se ha
realizado en otros paises (Suarez,1996).
Para cada cepa se establecido una ficha donde se llevo un registro; asi como de las

diferentes actividades que se realizaron sobre ellas (Anexo 1, 2y 3).

Cuadro 4. Lista de fincas donde se colectaron las cepas de Meloidogyne estudiadas

en diferentes estratos altitudinales.

No de Nombre de la Ubicacion Altura Variedad de
muestra finca Cantén m.s.n.m cafeto
1 San Miguelito Teshcal 450 Pacas
2 El Angel Huiscoyolate 550 Pacas
3 La Estrella Cruz Grande 600 Pacas
4 Santa Rita Cruz Grande 620 Pacas
5 Las Palmeras Cruz Grande 550 Pacas
6 Samaria Cruz Grande 600 Pacas
7 Las Lajas Las Lajas 1000 Bourbon-Pacas
8 El Carrizal Tunalmiles 940 Bourbon-Pacas
9 Laurelar Tunalmiles 820 Bourbon-Pacas
10 El Carmen Talcomunca 840 Bourbon-Pacas
11 Grano de Oro Talcomunca 850 Bourbon-Pacas
12 El Gran Chaparral | Tunalmiles 1000 Bourbon-Pacas
13 Santa Elisa Talcomunca 540 Pacas
14 San Luis Cruz Grande 770 Pacas
15 San José Teshcal 640 Pacas
16 La Esperanza Teshcal 700 Pacas
17 El Carmen Cruz Grande 750 Pacas
18 Santa Rosa Cruz Grande 800 Pacas
19 Las Mercedes Huiscoyolate 430 Pacas
20 Las Merceditas Huiscoyolate 430 Pacas
21 Las Mercedes Tunalmiles 520 Pacas
22 Nue_vos Cruz Grande 1100 Bourbon
Horizontes
23 San Roberto Cruz Grande 640 Pacas
24 La Gloria Cruz Grande 550 Pacas
25 San Nicolas San Isidro 1030 Bourbon
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3. 2 Fase de laboratorio.

3. 2.1 Caracterizacion Bioquimica de cepas y Reactivos utilizados.

(La lista de Reactivos y equipo utilizado se presentan en anexos)

3. 2.2 Analisis enzimatico

Para el andlisis enzimatico se trabajo con las metodologias propuestas por Esbenshade &
Triantaphyllou, (1985b); y Fargette, (1987) que consiste en la identificacion de especies de
Meloidogyne estudiando fenotipos enziméaticos a través de la técnica de electroforesis. En

este caso se utilizo el estudio de fenotipos de las enzimas esterasas (isoesterasas).

3. 2. 3 Preparacion de extractos proteicos

Para la preparacion de extractos proteicos se extrajeron de cada una de las cepas ya
establecidas, 20 hembras jévenes, que estaban comenzando a poner huevos. Cada
hembra se colocé en un tubo hematocrito de 1 mm de diametro que contenia 10 ul de
solucion de extraccidon con ph 8 (Anexo 4) posteriormente fue macerada e inmediatamente
el extracto se guardo en el congelador 8C en vial es identificados con el nombre de la

finca correspondiente hasta el momento de ser utilizados.

3. 2. 4 Preparacion de geles .

Sé preparon geles de 0.75 mm de espesor de bis-acrylamida en placas de vidrio de 10 x 8
cm. Primeramente se deposito una solucion al 7% de concentracion de acrylamida con ph
8.4 (gel de concentracion) (Anexo 4) y se dejo reposar por una hora para que se
polemizara. Una hora después se agrego una solucién al 4% de acrylamida y ph de

6.7(stoking gel) (Anexo 4) posteriormente se colocd un peine que delimita los pocillos
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donde se colocan las muestras. Una vez preparados los geles se guardaron en el

refrigerador hasta el momento de ser utilizados (+ tres horas).

3. 2. 5 Desarrollo de electroforesis

Las muestras se sacaron del congelador y fueron centrifugadas en una microcentrifuga a
9000 r.p.m. por 10 minutos, y luego con la ayuda de una microjeringa se depositaron en
las placas que contenian los geles, a razén de una muestra por pocito. Como testigo se
utilizaron muestras provenientes de la finca Santa Marta, ubicada en el canton los
Naranjos en el municipio de Juayua, a 1450 m.s.n.m. las cuales han sido estudiadas por
patrones perineales, e identificadas como Meloidogyne hapla la cual presenta una banda
esterasica.

Posteriormente las placas se colocaron en una cubeta conteniendo solucion tampén
(Anexo 4) a la cual sé le agrego unas gotas de solucion de bromofenol blue al 0.05%
como marcador. Inmediatamente la cubeta se cubrié con la tapadera que contiene los
electrodos y fue colocada dentro del refrigerador a 8C conectandose luego al generador
de corriente. En un primer tiempo se le aplico una intensidad de corriente eléctrica de 60
voltios durante 25 minutos, transcurrido ese tiempo se le aplico otra intensidad de 160

voltios durante una hora.

3. 2.6 Revelado

Una vez transcurrido el tiempo de electroforesis, los geles fueron separados de las
placas y se sumergieron en una solucion reveladora de enzimas esterasas (Anexo 4)
posteriormente se colocaron en cuarto oscuro a + 35T por 20 minutos para que se

completara la reaccion de revelado. Transcurridos los 20 minutos los geles se sacaron del
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cuarto oscuro y se lavaron con agua corriente. Después de lavados se sumergieron en

una solucion de acido acético al 10% (Anexo 4) para su conservacion e interpretacion.

3. 2. 7 Interpretacion.

Sobre los geles se observo la presencia 6 ausencia de bandas de esterasas presentes de
cada muestra. A cada banda se le midi6 el porcentaje de migracion con respecto al
marcador (azul de bromofenol al 5%). El nimero de bandas asociadas a una cepa
especifica se le llamé fenotipo. Para la denominacién de las velocidades de migracion de

las bandas se utilizo la terminologia propuesta por Esbenshade & Triantaphyllou (1985b).

3. 2. 8 Clonacion

Las cepas que presentaron diferentes fenotipos fueron clonadas, con la finalidad de
obtener poblaciones puras, para lo cual, se aislaron hembras con su respectiva masa de
huevos.

Las hembras fueron analizadas individualmente por electroforesis y su masa de huevos se
dej6 en incubacibn en agua para obtener los estadios juveniles infectivos (J2);
posteriormente estas fueron inoculadas en plantas de sultana y café sembradas en suelo

estéril.

3. 3 Caracterizacion Morfolégica.
3. 3. 1 Estudio de placas perineales
Las hembras de los clones o fenotipos méas frecuentes fueron estudiadas por placas

perineales para complementar la investigacion. Las placas perineales se prepararon
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utilizando la metodologia propuesta por Taylor & Netscher; (1974), para identificar
especies de Meloidogyne (fig.3).

Las hembras adultas fueron extraidas de raices infestadas bajo un microscopio
estereoscopico. Estas hembras fueron transferidas a una placa de fibra de vidrio,
conteniendo unas gotas de acido lactico al 45%. Con un bisturi se les cortd la parte
posterior y se les extirpo los contenidos internos del cuerpo. Posteriormente con una
pestafia flexible se removieron suavemente los tejidos y el patron perineal fue recortado
con la ayuda de un bisturi y se transfirid a un porta - objeto conteniendo glicerina. Se
sellaron y fueron guardados.Se estudiaron de 5-10 patrones perineales por cada cepa.

Las caracteristicas morfoldgicas que se estudiaron fueron: La forma del arco dorsal, la
presencia 6 ausencia de campos laterales, las estrias de la cuticula y la forma de la

extremidad de la cola (Fig. 4 ), ((Eisenback, 1985; Jepson, 1987).

26



E

MQ!DI‘{{Q&‘F‘Z&
hasla

B8egEga

Figura 3. Esquema demostrativo de la preparacion de placas perineales de hembras

de Meloidogyne spp. para su identificacion. A) Diseccion de raice s de cafeto con la
ayuda de pinzas y escarpelo para extraer hembras de Meloidogyne . B) Cortadura de
la cabeza de una hembra. C) Eliminacion de contenid o interno de la hembra. D)
Cortadura de la region perineal de las hembras. E) Montaje de las placas perineales

entre lamina y laminilla.
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Arco dorsal elevado de
forma cuadrada.
Estrias de la cola.

Extremidades de la cola.

" .
rco dorsal bajo Ano.

de forma redonda.

Centro de origen de
|as estrias de la cola.

Fasmidia.
Estrias gruesas.

Estrias onduladas: Doble linea lateral

Campo lateral defimitado
por |a bifurcacion o por la
unién de estrias laterales

con las centrales. Ala.

Estrias finas.
Mejilla.

Estrias agrupadas.

Estrias cortas.
Estrfas horizontales y Region perivulvar lisa.
continuas entre la
vulvay el ano.
Estrias continuas
rectas y paralelas. Vulva.

Figura 4. Estructuras morfologicas de la placa peri neal de una hembra
de Meloidogyne spp.
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4 - RESULTADOS

4.1 Caracterizacion Bioquimica.

Se determinaron 7 fenotipos diferentes con 8 bandas esterasicas en el estudio de 25
cepas provenientes de la zona cafetalera de Izalco departamento de Sonsonate (fig. 5). De
estos, dos ya han sido reportados en la literatura y cinco han sido encontrados por primera
vez.

El fenotipo M2 se encontro en la finca San Nicolas y presenta dos bandas esterasicas, la
primera a 64% y la segunda a 67% de migracion (fig.5).

El fenotipo S1M2 se encontr6 en las fincas Grano de Oro y Gran Chaparral y le
corresponden 3 bandas esterasicas con porcentajes de migracion de 56%; 60%; y 63%
respectivamente (figs. 5, 6 y 7).

El fenotipo F2 se determiné en la finca San Luis, este presenta dos bandas esterasicas, la
primera a 71%, y la segunda a 75% de migracién (figs. 5, 6 y 7). Este fenotipo fue
reportado por Hernandez (1997).

El fenotipo H1 presenta una banda esterasica con 67% de migracion (figs. 5, 6 y 7). Este
mismo fenotipo se encontré en las fincas, Grano de Oro y San Nicolas.

El fenotipo M1 fue encontrado en la finca Las Lajas y presenta una banda esterasica con
el 60% de migracion (fig. 5).

El fenotipo S1F2, se encontré en las muestras colectadas en la finca las Lajas y presenta
tres bandas esterasicas, la primera con 58%; la segunda a 71%; y la tercera a 75% de
migracion (fig. 5).

El fenotipo S1IM1F2, presenta cuatro bandas esterasicas con porcentajes de migracion de
56%; 60%; 71%; y 75% respectivamente (figs.5, 6 y 7). Este fenotipo fue él méas frecuente

y se encontré en 23 fincas, lo cual representa una frecuencia del 98% de las fincas en
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estudio. Este ha sido reportado por Hernandez(1997), en una cepa colectada en el

municipio de lzalco.

4. 2 Caracterizacion morfolégica.

Las observaciones realizadas sobre las placas perineales confirmaron que existe una
gran variabilidad de un individuo a otro y por lo tanto es dificil en muchos casos hacer un
buen diagndstico utilizando este Unico criterio. Segun este estudio se determinaron los
siguientes tipos de placas perineales:

Tipo M. hapla; este tipo se observé en las cepas de las fincas, Grano de Oro y San
Nicolas, que presentan el fenotipo esterasico H1. Esta placa es de forma redonda con
estrias finas, lisas y cerradas. Posee un arco dorsal plano y los campos laterales bien
definidos, la caracteristica principal que identifica a esta especie es la presencia de puntos
sub - cuticulares en la region de la extremidad de la cola (fig. 8).

Tipo M. arenaria ; este tipo de placa fue observada en cepas originarias de las fincas San
Luis, Gran Chaparral y Grano de Oro que presentaban los fenotipos esterasicos F2 y
S1M2, respectivamente. Se caracteriza porque presenta un arco dorsal bajo, inflado cerca
de los campos laterales. Presenta también una linea lateral que se define por la
bifurcacion de las estrias dorsales y ventrales que se unen formando un angulo. La regién
perivulvar de esta placa es lisa. (fig. 8)

Tipo M. incognita : Este tipo de placa fue él mas frecuente. y todas las cepas que
presentaban los fenotipos M1, S1F2 y SIM1F2. Tenian un arco dorsal elevado y de forma

cuadrada muy caracteristico, las estrias eran lisas u onduladas. (fig. 8)
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% de migracion

N°de banda

Designacion de

M2 S1M2 F2 H1 S1F2 M1 SIM1F2

50
60
70
80

5 1 7 6 2 3 1

6 3 8 7 3

4 8 7

8

Fig. 5: Fenotipos esterasicos encontrados en 25 fin

de las velocidades de migracion fueron tomadas de acuer

N°de % de .
. .. | las velocidades
banda |migracion . -
de migracion
1 56
S
2 58
3 60
4 63
M
5 64
6 67
7 71
F
8 75
nes

cas de la zona cafetalera de Izalco. Las designhacio
do a Esbenshade & Triantaphyllou, 1985. (S:

lento; M: medio; F: rapido). M2 = Meloidogyne Sp2 , S1IM2 = M. arenaria, F2 = M. arenaria, H1 = M. hapla,

S1F2 = Meloidogyne Sp3, M1 = Meloidogyne Spl, SIM1F2 = Meloidogyne Sp4 ,



FENOTIPOS S2F2 S2M1 M2 S2F2  F2  S2F2 H1 S2F2 H1

Figura 6. Gel de acrylamida mostrando 4 fenotipo encontrados.
S1M1F2 = Meloidogyne sp4, SIM2 = M. arenaria, F2 = M. arenaria,
H1 = M. hapla.
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Fenotipos: H1  S1IM1F2 H1 SiIM1F2 F2 SIM1F2 S1IM2 S1M2 S1M1F2

Figura 7. Gel de acrylamida mostrando 4 de los fenotipos esterasicos
encontrados. H1= M. hanla. SIM1F2 = Meloidoavne spn4. F2 = M. arenaria.
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4. 3 Diagnostico.

El cuadro 5, presenta los resultados del diagnostico, utilizando los dos criterios estudiados
la caracterizacion morfologica y bioquimica.

La especie M. hapla, fue identificada correctamente por medio de los dos criterios.

La especie M. arenaria, fue identificada por medio de los dos criterios, pero
mayoritariamente por el tipo de placa perineal que presentaban las cepas. Ya que los
fenotipos esterasicos que se observaron no han sido reportados anteriormente en la
literatura.

Las especies Meloidogyne Spl, Meloidogyne Sp2, Meloidogyne Sp3 y Meloidogyne Sp4,
fueron identificadas de esta manera por el nimero de bandas esterasicas que
presentaban; ya que todos excepto Meloidogyne Sp2, mostraron una placa perineal del
tipo M. incégnita.

4. 4 Frecuencia de especies y distribucién geogra fica.

La especie que mas se presentd en este estudio fue Meloidogyne Sp4, con el 98% de
frecuencia en las muestras colectadas. En la mayoria de las cepas, esta especie se
encontré sola, y unicamente en dos fincas fue encontrada mezclada con M. arenaria, y
también una vez con Meloidogyne Spl y Meloidogyne Sp3 . Esta frecuencia comprende
fincas ubicadas en los estratos altitudinales de bajio y media altura, que oscilan entre 450
hasta 1100 m. s. n. m (Cuadro 5)

Las especies Meloidogyne Spl y Meloidogyne Sp3 se encontraron en las cepas
colectadas en la finca Las Lajas, ubicadas a una altura de 1000 m. s. n. m. (media altura),
( Cuadro 5).

La especie Meloidogyne Sp2 fue colectada en la finca San Nicolas y por el momento no

puede ser asociada a ninguna especie, presenta una placa perineal amorfa(Cuadro 5)
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La especie M. arenaria fue encontrada en tres fincas grano de Oro, El Gran Chaparral y
San Luis, ubicadas entre los 770 a 1000 m. s. n. m, (Cuadro 5) mezcladas con
Meloidogyne sp4 y M. hapla.

La especie M. hapla fue encontrada en dos fincas Grano de Oro y San Nicolas, ubicadas
en media altura (850 a 1030 m. s. n. m.), (Cuadro 5).

Cuadro 5. Cuadro resumen de fenotipos encontrados en 25 fincas cafetaleras de la zona de lzalco.

Nombre de la | Ubicacion m.s.n.m |Fenotipos Placa perineal Especie asociada
finca (cantén)
San Miguelito Teshcal 450 S1IM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
El Angel Huiscoyolate 550 SIM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
La Estrella Cruz Grande 600 S1IM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
Santa Rita Cruz Grande 620 S1IM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
Las Palmeras | Cruz Grande 550 S1IM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
Samaria Cruz Grande 600 SIM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
Las Lajas Las Lajas 1000 S1IM1F2, M. incoégnita Meloidogyne sp4,
M1, S1F2 Meloidogyne sp3,
Meloidogyne spl
El Carrizal Tunalmiles 940 S1IM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
Laurelar Tunalmiles 820 SIM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
El Carmen Talcomunca 840 S1IM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
Grano de Oro | Talcomunca 850 H1 M. hapla, M. hapla
S1M2 M. arenaria M. arenaria
El Gran Tunalmiles 1000 S1M2 M. arenaria, M. arenaria,
Chaparral SIM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
Santa Elisa Talcomunca 540 S1IM1F2 M. incognita M. incognita
San Luis Cruz Grande 770 F2 M. arenaria, M. arenaria,
S1IM1F2 M. Incégnita Meloidogyne sp.4
San José Teshcal 640 SIM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
La Esperanza Teshcal 700 S1IM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
El Carmen Cruz Grande 750 S1IM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
Santa Rosa Cruz Grande 800 S1IM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
Las Mercedes | Huiscoyolate 430 SIM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
Las Huiscoyolate 430 S1IM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
Merceditas
Las Mercedes Tunalmiles 520 S1IM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
Nuevos Cruz Grande 1100 S1IM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
Horizontes
San Roberto Cruz Grande 640 SIM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
La Gloria Cruz Grande 550 S1IM1F2 M. incégnita Meloidogyne sp.4
San Nicolas San Isidro 1030 H; M2 M. hapla, M. hapla,
Meloidogynesp2 | Meloidogyne sp2*

*No se puede aproximar a ninguna especie por el momento.
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Placa perineal tipo M. hapla

Placa perineal tipo M. arenaria

Placa perineal tipo M. incognita Placa perineal tipo M. incognita

Figura 8. Patrones perineales de hembras de  Meloidogyne correspondientes a los

fenotipos encontrados en la zona de Izalco.
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5 - DISCUSION

El presente trabajo confirma que el estudio de fenotipos de las enzimas esterasas es de
gran utilidad para identificar especies y determinar nuevos tipos de Meloidogyne.

Esta misma afirmacion fue establecida por trabajos que realizaron anteriormente varios
autores como: Esbenshade & Triantaphyllou (1985b); Fargette (1987), y Hernandez
(1997).

Estos estudios también son de gran utilidad para determinar la presencia de una o mas
especies en una zona determinada y dentro de una cepa en particular. El fenotipo
"S1IM1F2" es el que se encontr6 con mayor frecuencia, lo cual indica que la especie
asociada a este fenotipo es la que prevalece en la zona cafetalera de lzalco atacando
cafetos. Los otros fenotipos fueron encontrados en pocos sitios y en mezclas.

Por otra parte, la variabilidad observada de las placas perineales confirma lo que
mencionan algunos autores con respecto a que este solo criterio no es de gran utilidad
para realizar diagnodsticos precisos. Las Unicas especies que se pueden identificar con
este Unico criterio son: M. camilliae, M. brevicauda, M. artillia, M. hapla y M. exigua. Estas
especies poseen una placa perineal bien definida, sin variaciones y es facilmente
reconocida (Jepson, 1987). En este trabajo, la Unica especie que se pudo identificar con
este unico criterio, fue M. hapla, las otras especies no es posible identificarlas.

Lo anterior demuestra que para realizar diagndsticos mas precisos es mejor combinar dos
0 mas criterios, pero en todo caso lo mejor es el estudio de las enzimas esteresas.

La determinacion de 6 especies tipo de Meloidogyne, indica que existe una gran
diversidad de especies atacando las plantaciones de café de la zona de lzalco, sin

embargo el hecho de que tres diferentes fenotipos presenten el mismo tipo de placas
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perineales, indica que se podria tratar de una misma especie, es decir podria existir una
variacion intraespecifica que podria estar asociada a la patogenicidad de la misma.

Si este fuera el caso tendriamos Unicamente tres especies donde la predominante seria la
que tiene un tipo de placa perineal de M. incognita. En todo caso seria muy importante
realizar estudios méas detallados para determinar si estos tres fenotipos son una variacion
de la misma especie. El mismo caso se observo en las cepas identificadas como M.
Arenaria. Los fenotipos observados no han sido reportados en la literatura. Un estudio
importante es el estudio de varios sistemas enziméticos en conjunto. Esbenshade &
Triantaphyllou(1985b), caracterizaron 291 cepas originarias de 65 paises por medio de
cuatro sistemas enziméaticos(Esterasas, MDH, GOT, y SOD). También Hernandez(1997),
caracterizd 39 cepas originarias de todos los paises de Centro América con los mismos
sistemas enzimaticos.

La patogenicidad de las cepas no fue estudiada, sin embargo todas se multiplicaron bien
sobre plantas de café, eso indica que todas son capaces de ocasionar dafios econdémicos
sobre plantaciones de cafetos. La estimacion exacta de las pérdidas que causan los
nematodos en Izalco no ha sido calculada por lo tanto seria importante cuantificarla para
poder demostrar a los caficultores la importancia de llevar acabo las medidas pertinentes
para que los combatan en forma adecuada.

En cuanto a la distribucién geografica de las especies los resultados difieren con respecto
a los que presentaban Abrego & Holdeman (1961), quienes afirmaban que el nematodo
agallador méas frecuente en cafetales de El Salvador era la especie M. javanica. Esta
especie no fue determinada en este estudio. Por otra parte los resultados concuerdan con
los resultados de Hernandez (1997) quien determind la presencia de Meloidogyne spp de

cuatro bandas esterasicas en la zona cafetalera de lzalco.
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Este mismo autor demostré la patogenicidad de esta especie que fue muy agresiva
cuando se inoculo sobre plantas de C. arabica var. Catuai y ET-15 (var. Silvestre originaria
de Etiopia).

La especie M. hapla fue la primera en ser reportada parasitando cafetos en El Salvador y
posiblemente también sea el primer reporte que se tiene sobre la presencia de esta
especie en Centro América. Campos et al.(1990), mencionan que M. hapla ataca cafetos
en Brasil, algunos paises de Africa y la India. Esta reconocido que esta especie se
encuentra con mas frecuencia en zonas frias, y para el caso en este estudio fue
encontrada en fincas ubicadas entre los 850 a 1030 m.s.n.m. lo cual indica, que
posiblemente se encuentra en zonas méas altas y que ahi sea la predominante. Para
corroborarlo habria que realizar muestreos y a la vez estudiar su patogenicidad sobre
cafetos.

La especie M. arenaria, ya habia sido reportada por Hernandez(1997), atacando cafetos
en la zona oriental, de El Salvador pero con otro fenotipo esterasico. El haberla
encontrado en lzalco, indica que esta especie podria estar presente en todo el pais ya que
se conoce que es muy polifaga.

El hecho que la especie Meloidogyne Sp4 sea la que predomina mas, indica que
posiblemente se deba a que es una especie bastante agresiva y que es capaz de
desplazar a las otras especies, ya sea por la capacidad de reproduccion sobre los cafetos
O porque tiene una gama de hospederos bastante amplia. La presencia de una sola
especie en una zona, es una ventaja para implementar programas de manejo integrado,
especialmente el uso de variedades resistentes(control genético). En este caso la
seleccion varietal va orientada hacia esa especie. Caso contrario cuando hay mas de una

especie, la solucién debe hacerse para encontrar variedades resistentes a varias especies
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a la vez. Los resultados de este estudio demuestran que el mejoramiento varietal tendria
que orientarse hacia dos especies: Meloidogyne Sp4 y M. hapla, esto por el hecho que se
encuentran diseminadas en diferentes zonas altitudinales. Sin embargo, antes de realizar
esos estudios deberian realizarse caracterizaciones biologicas para estudiar su verdadera

patogenicidad (capacidad de hacer dafio).
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6 - CONCLUSIONES
De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir:
- El estudio de fenotipos enziméticos de esterasas es de gran utilidad para identificar
especies ya existentes y determinar nuevos tipos de Meloidogyne
- Se determinaron 7 fenotipos diferentes con 8 bandas esterasicas .
- El Fenotipo mas frecuente fue S1IM1F2, que presentd0 4 bandas esterasicas y sé
encontro en el 98% de las fincas en estudio.
- Con la combinacion de estudios bioquimicos y morfolégicos se pudieron determinar 6
especies tipos:
- Meloidogyne Spl
- Meloidogyne Sp2
- Meloidogyne Sp3
- Meloidogyne Sp4
- M. hapla
- M. arenaria
- Meloidogyne Spl, Melodogyne Sp3 y Meloidogyne Sp4 presentaron una placa perineal
de tipo M. incognita. Lo cual indica que esta especie es la predominante en Izalco.
- Meloidogyne Sp2, no se puede asociar por el momento a ninguna especie.
- Sé confirmo la presencia de M. arenaria como parasito del cultivo de cafetos en El
Salvador.
- Se reporta por primera vez la presencia de M. hapla parasitando cafetos en El

Salvador.
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7 — RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos y a las conclusiones de este trabajo se puede

recomendar:

- Se deben de realizar otros estudios para identificar de forma precisa las cepas que
presentaron los fenotipos: M1, S1F2 y S2M1F2. Estas cepas se asociaron a placas
perineales de tipo M. incognita.

Los estudios que se podrian realizar son:
1- Caracterizacion bioquimica con otros sistemas enzimaticos como: MDH, SOD,
GOT.

2- Caracterizacion molecular por medio del ADN.

- Se deben realizar estudios de caracterizacion biologica de las cepas que presentaron
cuatro bandas (fenotipo S1IM1F2), con el objetivo de determinar la magnitud de las
pérdidas econdmicas que causan en lzalco en estudios secuenciales.

- De la misma forma se recomienda realizar un estudio de revision de literatura y
caracterizacion biologica de la especie M. hapla con el fin de establecer su estatus

como parasito del cultivo de cafetos.

- Estudios de investigacion a nivel de vivero para determinar tipo de dafio, etc.
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ANEXOS



Anexo 1. Ubicacién de fincas muestreadas en lzalco

en el afio 2000.

ESTADO DE

VARIEDAD

NOMBRE DE LA CANTON AREA |ALTURA LA DE FECHA DE | FECHA DE
FINCA (Mz) | (msnm) PLANTACION| CAFETO MUESTREOI|INOCULACION
San Miguelito Teshcal 3.00 450 |Adulto Pacas 17/08/00 18/08/00
El Angel Huiscoyolate| 23.00| 550 |Vivero Pacas 17/08/00 18/08/00
La Estrella Cruz Grande| 11.50| 600 |Adulto Pacas 17/08/00 18/08/00
Santa Rita Cruz Grande|125.00 620 |Vivero Pacas 17/08/00 18/08/00
Las Palmeras Cruz Grande| 13.00| 550 |Adulto Pacas 17/08/00 18/08/00
Samaria Cruz Grande| 74.30| 600 |Adulto Pacas 23/08/00 24/08/00
Las Lajas Las Lajas |273.00] 1000 |Vivero - Adulto|Bourboén 29/08/00 29/08/00
El Carrizal Tunalmiles |60.00| 940 |Vivero - AdultoBourbdn 29/08/00 29/08/00
Laurelar Tunalmiles | 4.75 820 |Adulto Pacas 30/08/00 31/08/00
El Carmen Talcomunca | 19.00| 840 |Adulto Pacas 30/08/00 31/08/00
Grano de Oro Talcomunca | 36.00 | 850 |Adulto Pacas 30/08/00 31/08/00
Gran Chaparral  |Tunalmiles |100.00] 1000 |Adulto Bourbdn 30/08/00 31/08/00
Santa Elissa Talcomunca | 7.00 540 |Adulto Pacas 06/09/00 07/09/00
San Luis Cruz Grande| 3.00 770 |Adulto Pacas 06/09/00 07/09/00
San José Teshcal 12.00| 640 |Adulto Pacas 06/09/00 07/09/00
La Esperanza Cruz Grande| 9.00 700 |Adulto Pacas 29/09/00 29/09/00
El Carmen Cruz Grande| 12.00| 750 |Adulto Pacas 29/09/00 29/09/00
Santa Rosa Huiscoyolate| 10.00 | 800 |Adulto Pacas 29/09/00 29/09/00
Las Mercedes Huiscoyolate| 6.00 430 |Adulto Pacas 04/10/00 11/10/00
Las Merceditas Huiscoyolate| 3.25 430 |Adulto Pacas 04/10/00 11/10/00
Las Mercedes Tunalmiles | 3.25 520 |Adulto Pacas 04/10/00 11/10/00
Nuevos Horizontes|Cruz Grande| 92.00 | 1100 |Vivero Bourbén 12/10/00 13/10/00
San Roberto Cruz Grande| 9.50 640 |Vivero - Adulto|Pacas 09/11/00 10/11/00
La Gloria Cruz Grande| 12.50| 550 |Adulto Pacas 09/11/00 10/11/00
San Nicolas San Isidro 1030 |Adulto Bourbon 09/11/00 10/11/00
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Anexo 2. Formato de hoja de registro con las dife

rentes actividades realizadas sobre plantas de
spp.

C. arabica e Impatiens

Procedencia de
Poblaciones de
Meloidogyne spp

Identificacion de Especies

NUmero de Plantas Inoculadas

Café (Coffea arabiaca)

Sultana (Impatiens spp)
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Anexo 3. Hoja de Registro con la identificacion bi

oquimica de cada una de las poblaciones colectadas.

Nombre de la Finca

Numero de Fenotipos
Presentes

NUmero Bandas
Esterasicas

Porcentaje de Bandas
Esterasicas

1 2

3

1

2

3

4
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ANEXO 4

PRODUCTOS Y SOLUCIONES UTILIZADAS PARA LA COLORACIO N DE ENZIMAS

SOLUCION DE EXTRACCION

Tris 1.314 g.
Acido Ascorbico 0.01897 g.
Cisteina / Hcl 0.014 g.
Sacarosa 20 g.
Ajustar Ph 8 con Hcl
Agua destilada 100 ml

SOLUCIONES PARA LA PREPARACION DE GELES

| - GEL DE SEPARACION

SOLUCION A
Hcl 1N 20 ml
Tris 12 g.
Temed 0.23 ml
Ajustar Ph 8.4
Agua destilada 100 ml
SOLUCION B

Sigma acryl / bis 37:1.40%

SOLUCION C

Persulfato de amonio
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0.014 g./ 10 ml de agua destilada

SOLUCION D

Agua destilada

Mezclar las soluciones A, B, C y D en las siguientes proporciones:

Solucion A 1.2 mi
Solucion B 1.68 mi
Solucion C 4.8 ml
Solucion D 1.92 mi

Il - GEL DE CONCENTRACION

SOLUCION SpA

Hcl 1N 40 ml + 20 ml de agua destilada
Tris 5.98 g.

Temed 0.46 ml

Ajustar Ph 6.7 (Hcl 1N)

Agua destilada 100 ml

SOLUCION SpB

Acrylamida 10 g.
Bis - acrylamida 250.
Agua destilada 100 ml

SOLUCION SpC
Persulfato de amonio

0.028 g. / 5 ml de agua destilada
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SOLUCION SpD

Sacarosa 4 g./10 ml de agua destilada

Mezclar las soluciones SpA, SpB, SpC y SpD en las siguientes proporciones:

Solucién SpA 0.5 ml
Soluciéon SpB 0.35 ml
Solucién SpC 0.5 ml
Solucién SpD 2.65 ml

SOLUCION TAMPON PARA CUBETA

SOLUCION MADRE

Tris 6 9.
Glicina 28.8g.
Agua destilada 1000 ml

Solucién a utilizar:
Solucién madre 100 ml

Agua destilada 900 ml

SOLUCIONES MADRE PARA REVELADO
SOLUCION A : 0.2 Molar
NaH,Po4 27 8 g.

Agua destilada 1000 ml
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SOLUCION B
NaH,Pos 7H>0 53.65 g.

Agua destilada 1000 ml

Mezclar las soluciones Ay B en las siguientes proporciones:

Solucién madre A 28 ml
Solucién madre B 72 ml
Agua destilada 100 ml

SOLUCION DE REVELADO PARA LAS ISOENZIMAS DE ESTERAS AS

Fast Blue RR 60 mg
o - Naphthyl Acetato 80 mg. Disueltos en 2 ml de acetona
Tampon fosfato Ph 7.2 100 ml

SOLUCION DE ACIDO ACETICO AL 10%
Hcl al 37% 8.81 ml

Agua destilada 100 ml
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Anexo 5. Equipo utilizado en el desarrollo de electroforesis.

Generador de corriente

a) Placas de vidrio; b) Espaciadores para grosor de geles; c)
Peines plasticos; d) Marco para armado de placas de vidrio;
e) Stand para armado de geles; f) Marco para sujetar geles y
ensamblador de electrodos; g) Cubeta; h) Electrodos; i)Regla
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