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IDENTIFICACION INTEGRAL DE POBLACIONES DE Ditylenchus dipsaci s. s. EN
MEXICO

Leonel Rosas Hernandez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN

Durante 2013-2017, se colectaron y analizaron muestras de suelo agricola, plantas de
alfalfa y ajo con sintomas de amarillamiento y deformaciones en tejidos aéreos para
una identificacion integral de los nematodos involucrados. La identificacion a nivel
especie de cuatro poblaciones de nematodos (una de alfalfa y tres de ajo) incluyeron
caracteristicas morfoldégicas, medicion de caracteres con microscopia de luz,
microscopia electronica de barrido y el analisis filogenético con 3 marcadores
moleculares: ITS1-5.8S-ITS2, gen 28S del rRNA, COI del mtDNA. Basado en estas
caracteristicas se identific6 a Ditylenchus dipsaci sensu stricto. El PCR-RFLP de la
region ITS1-5.8S-ITS2, utilizando Rsal, produjo dos patrones de corte distintos (335,
280, 200, 132 pb y 335, 280, 132 pb) y el andlisis estadistico a través del método de
varianza minima de Ward con 25 caracteristicas morfométricas de hembras,

permitieron la diferenciacion de los patotipos alfalfa y ajo.

Palabras clave: Ditylenchus, dipsaci, alfalfa, ajo, PCR-RFLP, COIl, mtDNA, 28S, ITS,

Rsal, Ward, varianza minima.
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FROM MEXICO
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ABSTRACT

During 2013-2017, soil and plant samples of alfalfa and garlic cultivars that showed
foliage yellowing and deformations were collected and analyzed for an integral
identification of nematodes. Identification at species level of four nematode populations
(one of alfalfa and three of garlic) included morphological characteristics, characters
measurement with light microscopy, scanning electron microscopy and a phylogenetic
analysis using 3 molecular markers: ITS1-5.8S-ITS2, 28S gene of the rRNA, COI gene
of the mtDNA. Based on these characteristics, Ditylenchus dipsaci sensu stricto was
identified. PCR-RFLP analysis of the ITS1-5.8S-ITS2 region using Rsal, produced two
different cutting patterns (335, 280, 200, 132 bp and 335, 280, 132 bp) and the
statistical analysis using Ward minimum variance method with 25 morphometric

characteristics of females, allowed us to differentiate alfalfa and garlic pathotypes.

Key words: Ditylenchus, dipsaci, alfalfa, garlic, PCR-RFLP, COIl, mtDNA, 28S, ITS,

Rsal, Ward, minimun variance.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades en los vegetales son uno de los factores principales que limitan
la productividad de los cultivos agricolas en todas las regiones del mundo y su
control depende del diagnéstico correcto y oportuno de los patdgenos involucrados
(Brathwaite y Sosa-Moss, 1995).

A nivel mundial, las pérdidas en la produccidon agricola ocasionados por
nematodos fitopatdgenos son estimadas en millones de délares (Subbotin y Riley,
2012; Qiao et al., 2013). El nematodo del tallo y los bulbos Ditylenchus dipsaci es
una de las especies de mayor importancia, debido a que puede ocasionar una
reduccion de la produccion entre el 30% y hasta la pérdida total de la cosecha
(Bello et al., 1996). Este nematodo es muy peligroso para la agricultura ya que
incluye 30 patotipos separados con base en hospedantes diferenciales y por tener
un rango de hospedantes muy amplio (alrededor de 500 especies de plantas).
Entre las de mayor importancia se encuentran: cebolla (Allium cepa L.), ajo (Allium
sativum L.), frijol (Phaseolus vulgaris L.), chicharo (Pisum sativum L.), alfalfa
(Medicago sativa L.), haba (Vicia faba L.), zanahoria (Daucus carota L.), narciso
(Narcissus spp.), jacinto (Hyacinthus spp.), maiz (Zea mays L.), papa (Solanum
tuberosum L.), fresa (Fragaria spp.), tulipan (Tulipa spp.), clavel (Dianthus
caryophyllus L.) y avena (Avena sativa L.). Por lo anterior, muchos paises
consideran a esta especie como cuarentenaria (EPPO, 2008). Diversas pruebas
se han desarrollado para la aclaracion del estatus taxonémico de los patotipos
pero el problema continua sin resolverse (Janssen, 1994; Subbotin et al., 2005;
Qiao et al., 2013; Zhang et al., 2014).

D. dipsaci se considera como un complejo de especies con base en analisis
moleculares, cariolégicos y morfoldgicos realizados. Este complejo ha sido divido
en dos grupos: el primero contiene a las poblaciones diploides (“tamafio normal”) y
nombradas como D. dipsaci sensu stricto, en donde se encuentran la mayoria de

las poblaciones reportadas hasta ahora. En el segundo se encuentran las



poblaciones poliploides subagrupadas en: Ditylenchus spp. B (la raza gigante de
Vicia faba = D. gigas; Ditylenchus sp. C = D. weischeri; y Ditylenchus sp. D, Ey F
asociadas a plantas de Fabaceae, Asteracea o Plantaginaceae (Subbotin y Riley,
2012; Jeszke et al.,, 2015). Las poblaciones diploides mostraron relaciones
filogenéticas muy cercanas y fueron clasificados como razas (Subbotin et al.,
2005).

Actualmente, con la incorporacién de métodos moleculares y el andlisis integrativo
de los caracteres anatomicos y medibles, se ha determinado que algunas
poblaciones, inicialmente consideradas como patotipos corresponden a nuevas

especies dentro del género (Vovlas et al., 2011).

En México existen varios reportes de pérdidas ocasionadas por D. dipsaci que
fluctian del 30 al 100% de la cosecha total de ajo. La mayor incidencia de esta
especie se presenta en los estados de Guanajuato, Aguascalientes, Puebla y
Veracruz (SENASICA, 2013). En México no existen reportes de esta especie
afectando alfalfa, pero si en Estados Unidos de América, Australia, Nueva Zelanda
e Inglaterra (Whitehead, 1984; Perera et al., 2009).



2.1.

2. OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar y caracterizar, mediante la implementacion de diversas técnicas y

métodos, las poblaciones de Ditylenchus presentes en cultivos de alfalfa, ajo y

cebolla de Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato y Puebla en México.

2.2.

Objetivos particulares

Caracterizar morfolégica y morfométricamente las poblaciones de

Ditylenchus spp.

Realizar andlisis estadisticos de las caracteristicas morfométricas para la

separacion de poblaciones del nematodo del tallo y los bulbos.

Realizar pruebas moleculares (PCR, PCR-RFLPs y secuenciacién) de las

poblaciones para la posible diferenciacion de patotipos.

Realizar la filogenia de las poblaciones de Ditylenchus spp. con los
marcadores ITS, 28S rRNA, gen COI del mtDNA y gen Hsp90.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Importancia agricolay econémica

Uno de los factores de mayor importancia para garantizar un comercio
internacional de productos agricolas es minimizar los riesgos de diseminacion de
plagas y patdbgenos que no estan presentes o que tienen una distribucion
restringida dentro y entre los paises comerciantes (Brathwaite y Sosa-Moss, 1995).
Un organismo patdégeno se considera cuarentenario cuando no esta reportada su
presencia en el territorio nacional o en su caso, presenta una distribucion
restringida y se encuentra bajo control oficial y su establecimiento en una region
con cultivos hospedantes ocasiona pérdidas econdmicas considerables (LFSV,
1994; IPPC, 2006). La presencia de una especie cuarentenaria en un pais
ocasiona problemas diversos, pero principalmente, la reduccion en la produccién
resultando en una pérdida considerable de recursos financieros para los
productores, aunada a una restriccion de la movilizacion y una consecuente
negativa para la exportacion de los vegetales debido a las cuarentenas
internacionales que se aplican por acuerdo entre los paises integrantes de la

International Plant Protection Convention (IPPC, 1998).

El nematodo del tallo y los bulbos Ditylenchus dipsaci (Kihn, 1857) Filipjev, 1936
es uno de los fitopatdgenos mas importantes a nivel mundial y se encuentra en la
lista de organismos cuarentenarios de muchos paises del mundo debido a que
ataca cerca de 500 especies vegetales y causa problemas serios en ajo, cebolla,
cereales, fresa, remolacha, zanahoria, entre otros cultivos; asimismo, puede
infectar plantas ornamentales como narciso, jacinto y tulipan (Subbotin et al., 2005;
EPPO, 2008). D. dipsaci tiene habitos endo y ectoparasito migratorio atacando
partes aéreas, bulbos, rizomas y tubérculos de plantas y ademas muestra
anhidrobiosis, que es un estado de latencia que le permite reducir su metabolismo
al minimo y sobrevivir a condiciones muy adversas, como la desecacion total. Esta

cualidad le permite diseminarse o transportarse a largas o cortas distancias, de



region a region y continente a continente (Wharton y Barrett, 1985; Subbotin y
Riley, 2012).

Se conocen al menos 30 razas bioldgicas o patotipos del nematodo del tallo y los
bulbos, las cuales han sido determinadas en base a sus hospedantes diferenciales
(Hooper, 1972; Wendt et al., 1993; Janssen, 1994).

Su umbral econémico es muy bajo, densidades de poblacién de Unicamente 10
nematodos por 0.5 kg de suelo pueden resultar en pérdidas considerables
(Subbotin y Riley, 2012). Griffith et al. (1997) reportaron que en cultivos de
remolacha (Beta vulgaris L.) y tomate (Solanum lycopersicum L.) se han registrado

pérdidas de hasta un 20%.

El cultivo del ajo en México es de gran importancia. En 2013 se obtuvieron
59,014.85 ton con un valor de produccion cercano a 770 millones de pesos; entre
los principales estados productores se encuentran Zacatecas, Guanajuato, Sonora
y Aguascalientes (SAGARPA-SIAP, 2018). Diversos patdégenos pueden causar
enfermedades en este cultivo; sin embargo, las infestaciones del nematodo del
tallo y los bulbos causan pérdidas considerables (Doucet y De Doucet, 1997). En
México existen varios reportes de pérdidas ocasionadas por D. dipsaci que
fluctian del 30 al 100% de la cosecha total de ajo. En estados como Guanajuato,
Aguascalientes, Puebla y Veracruz, se presenta la mayor incidencia de esta
especie (SENASICA, 2013).

En el caso de alfalfa la produccidén nacional posiciona a México en el tercer lugar
mundial con 31,270,804 ton. Chihuahua, Hidalgo y Guanajuato ocupan los tres
primeros lugares en produccion, respectivamente. El nivel productivo nacional de
este forraje permite exportar mas de 25 mil ton. principalmente hacia Estados
Unidos de América (SIAP, 2017). No existen reportes de esta especie afectando
alfalfa en México, pero si en Estados Unidos de Ameérica, Australia, Nueva
Zelanda e Inglaterra (Whitehead, 1984; Perera et al., 2009).



3.2. Distribucion geografica

D. dipsaci tiene una distribucion cosmopolita, pero prefiere zonas templadas
(Europa y la region del Mediterraneo, Norte y Sur de Africa, Asia y Oceania). No
se ha reportado su establecimiento en regiones tropicales, excepto en elevaciones
altas en donde el clima es templado. En Norteamérica (EUA, Canada, México)
causa graves pérdidas en alfalfa, trébol rojo (Trifolium pratense L.), ajo y cebolla y
en Sudamérica (Brasil, Argentina) en ajo, cebolla y alfalfa (EPPO, 2008; CABI,
2015).

Existen varios reportes de su presencia en India (Hooper, 1972; Sturhan y Brzeski,
1991).

3.3. Taxonomia de Ditylenchus y caracteristicas de D. dipsaci

3.3.1 Morfologia

Los nematodos dentro del género Ditylenchus presentan cuerpo delgado o
filiforme, no mayor a 2 mm, no curveado fuertemente cuando son relajados con
calor, adultos delgados. Campo lateral con 4 o seis lineas (incisuras). Estilete
pequefio con nodulos desarrollados, bulbo medio visible. Bulbo basal en forma de
un saco elastico conteniendo las células glandulares del es6fago. Ovario alargado,
oocitos en una sola linea en la zona de maduracion. Crustaformeria en forma de
cuadricolumela, con 4 filas de 4-7 células en cada una; no mas larga que la
espermateca. Saco postuterino presente. Bursa adanal a subterminal, nunca
envolviendo la punta de la cola. Colas alargadas-conoides a subcilindricas o
filiformes. Este género tiene mas de 60 especies, la mayoria de habitos micofagos
y algunas fitopatdégenas, como D. africanus, D. angustus, D. arachis, D. destructor,
D. dipsaci y D. gigas. Las especies fitopatdgenas inducen amarillamiento,
achaparramiento y engrosamiento de tejidos vegetales pero no agallas (Subbotin y
Riley, 2012; Skwiercz et al., 2017).



3.3.1.1 Microscopia electrénica de barrido

La caracteristica morfolégica del nimero de lineas en campo lateral es muy
importante para la identificacion del nematodo del tallo y los bulbos. Aunque es
posible observarla en microscopia de luz, en muchas ocasiones se hace
indispensable el procesamiento de los especimenes para microscopia electronica
de barrido que permite explorar a detalle caracteristicas superficiales de los
nematodos y determinar con precision el nimero y disposicion de las incisuras asi
como la arquitectura de la region cefalica y el extremo de la cola (Vovlas et al.,
2011; Skwiercz et al., 2017).

3.3.1.2 Morfometria

Las especies del género Ditylenchus son complicadas para identificar por su alta
similitud morfolégica y su considerable variacion biologica intraespecifica, por lo
que precisa personal altamente entrenado para realizar las determinaciones
(Zouhar et al., 2007; Marek et al., 2010).

De acuerdo con Sturhan y Brzeski (1991), D. dipsaci presenta las siguientes
caracteristicas e indices De Man (De Man, 1884): Hembra: L=1.1a 1.7 mm; a =
30.2-64;b=6.0-8.8;,c=13.5-19.5;V =79 — 86; estilete =9 - 12 um. Macho:
L=10al5mm;a=354-535b=55-7.8;,c=12-17.3; estilete =9 - 12 um;
espiculas = 20 — 28 um; gubernaculo = 8 — 11 um. El cuerpo de la hembra es casi
recto cuando son muertas por calor. Region labial baja no estriada, ligeramente
aplanada, casi continua con el resto del cuerpo. Campo lateral con cuatro lineas.
Region glandular en forma de bulbo basal o sobrepuesto el intestino; vulva visible,
un ovario anterior con oocitos generalmente con una y ocasionalmente con dos
hileras; saco postuterino aproximadamente la mitad de la distancia de la vulva al

ano, cola en ambos sexos conica y siempre aguda (Figura 1).



Ditylenchus dipsaci
(After Thorne) Thorne, 1961

lateral field

o L WD A
aberrant lateral field

(two small additsonad incisures)

Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de D. dipsaci (tomado de
Hooper, 1972).



3.4. Variabilidad fisiolégica

3.4.1 Patotipos y prueba de hospedantes diferenciales

Diversos autores coinciden en que el nematodo del tallo y los bulbos incluye
patotipos que difieren en preferencia a hospedantes y presentan diversos estados
de especializacion y reproduccion, motivos por los cuales podrian representar
especies diferentes (Sturhan y Brzeski, 1991). Los patotipos muestran una parcial
o completa incompatibilidad reproductiva y un rango amplio de numeros
cromosomicos, 2n= 24 a 56 (Wendt et. al., 1993; Subbotin et al., 2005; Qiao et al.,
2013).

Sosa-Moss et al. (1997) describe una metodologia para efectuar la prueba de

hospedantes diferenciales para la determinacion de patotipos de D. dipsaci:

a) Realizar la extraccion de los nematodos 24 h previas, a través de la
incubacion de los tejidos afectados. Pasar la suspension de nematodos por

un tamiz de 325 mallaspulg? (44 pm) para eliminar los individuos muertos.

b) Concentrar los especimenes en agua limpia y mantenerlos vivos aireando
la suspensién (bomba de acuario). No conservarlos por mas de tres dias. Si
no se dispone de una bomba de acuario, es posible mantenerlos vivos

cambiando el agua con frecuencia.

c) Ajustar el volumen de agua para que la suspensién contenga 100 + 10
nematodos en 20 pl; realizar el conteo como minimo en 5 ocasiones y

obtener el promedio para reducir el error.

d) Preparar una solucién de metil-celulosa al 2%, mezclando 2 g de metil-
celulosa en 100 ml de agua destilada (un dia previo a la inoculacion las
plantas diferenciales). Evitando generar burbujas en el seno de la solucion,

la cual es muy espesa.



e)

f)

g)

h)

j)

Agregar a la suspension de nematodos un volumen igual de metil-celulosa
2%; de esta manera en la dilucién final habra, por cada 20 ul, 50 = 5
nematodos y contendra metil-celulosa 1%. La metil celulosa incrementa
mucho la densidad del agua y protege a los hematodos de la desecacion,

favoreciendo a que ingresen a los tejidos de las plantas a inocular.

Inocular las plantas diferenciales. 30 plantas de alfalfa, trébol, haba,
chicharo, avena y cardo (Dipsacus fullonum L.). Las habas y los cardos se
inoculan en el axis de las primeras dos estipulas; la avena, en los
coleoptilos, antes que se extienda la primer hoja; alfalfas, tréboles y cardo,
en medio de las dos hojas cotiledonares. Es necesario sincronizar la
inoculacién de estas plantas, por lo cual es importante conocer su

comportamiento fenologico.

Inocular subdérmicamente los bulbos de cebolla, narciso, jacinto, tulipan y
los tubérculos de papa a través de un orificio superficial y colocando 20 pl;

cubrir la herida con parafilm.

Inocular los ajos cortando el apice de los “dientes” y depositando la

suspension con nematodos en la herida.

Transcurridos 45-60 dias, observar la respuesta, periodo en el cual

aproximadamente dos generaciones del nematodo se han desarrollado.

Para conocer la identidad de la raza, comparar la reacciéon de las

diferenciales con las presentadas en el Cuadro 1.

10



Cuadro 1. Especies de plantas diferenciales a la inoculacién de Ditylenchus dipsaci para diferenciacién de razas
(tomado de Sosa-Moss et al., 1997).

RAZA (Patotipo)
Hospedante = =9 ®© 2 o Q 2 5 @ =
diferencia % o é e = 2 § 3 £ © 2 8S8s&8 S8cE
oy =8 = [} S, © © @ ] = s ND ®NGS
s 2o < @) < o O ) pd — TID I & c
Trifolium pratense KHUN ++ - - - - -
Trifolium repens AVA - ++ - - -
Medicago sativa EUROPA - - ++ - - - -
Pisum sativum ++ ++ ++  ++ - -
Solanum tuberosum - + + ++ - +
Avena sativa - - ++
Dipsacus fullonum - - ++ ++
Narcissus spp. - - - - - o+
Hyacinthus spp. - - - - ++ - ++
Tulipa spp. - - - - - - ++
Vicia faba AGUA DULCE ++ ++
Allium sativum - - ++ - ++
Medicago sativa VERTUS - -
T. pratense QUIN -
Vicia faba IINRA 29H - () +
++ = Alta reproduccion. - =No reproduccion
+ = Baja reproduccién. () + =Reproduccién escasa de algunas poblaciones
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3.5. Identificacion molecular

3.5.1 Analisis por PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de gran utilidad en
nematologia y por su sensibilidad se han logrado buenos resultados cuando se
analizan nematodos individuales, huevos e incluso s6lo una porcion del espécimen
(Hopper et al., 2005).

Varias técnicas basadas en la PCR y el analisis de secuencias nucleares han sido
utilizadas para la identificacion de organismos y el caso de nematodos fitopatégenos no
ha sido la excepcion. Los espaciadores internos transcritos (ITS1 e ITS2) del rRNA
situados entre la subunidad nuclear pequefia (gen 18S) y la subunidad larga (gen 28S)
han sido utilizados para este proposito (Subbotin et al., 2005; Qiao et al., 2013; Jeszke
et al., 2013). Otras regiones que se han empleado para el estudio de las relaciones
filogenéticas de especies de Ditylenchus son los fragmentos parciales: segmentos de
expansion D2-D3 del gen 28S del rRNA, Subunidad | del gen de la Citocromo oxidasa
del DNA mitocondrial (COl mtDNA) y el gen Heat shock protein 90 (Hsp90) (Vovlas et
al., 2011; Skwiercz et al., 2017).

Las poblaciones de D. dipsaci que atacan ajo y cebolla son consideradas de la misma
raza. Sin embargo, poblaciones aisladas de Ontario, E.U.A. analizadas por medio del
rDNA vy la secuenciacion de ITS mostraron dos grupos con una variacion genética
significativa entre ellas y distintos de poblaciones de Ditylenchus obtenidas de bulbos
de cebolla. Lo anterior se denominé como variacion genética intra-racial entre
poblaciones, posiblemente debido a que las poblaciones proceden de diferentes

hospedantes o lugares (Qiao et al., 2013).
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3.5.2 Analisis por PCR-RFLP

El andlisis mediante los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP) muestra patrones variables de bandeo en productos de PCR de diferentes
poblaciones o especies al digerirlos con endonucleasas o enzimas de restriccion. Los
RFLP de los amplificados de la region ITS han sido aplicados para la diferenciacion de
especies y poblaciones de géneros como Aphelenchoides, Bursaphelenchus,
Nacobbus, Radopholus y Ditylenchus. Las enzimas recomendadas son: Alul, Aval,
Bsh12361, BsuRlI, Cfol, Hinfl, Mval, Rsal, Pstl, Dral, Mspl y Pvull (Hopper et al., 2005).

Wendt et al. (1993) al trabajar con especies de Ditylenchus mediante PCR-RFLP de la
region ITS diferencié la raza gigante presente en Vicia faba L. de las razas normales
del nematodo del tallo y los bulbos. D. dipsaci present6 el siguiente patron de
restriccion: Alul (900 pb), Ddel (310, 290, 200 pb), Dral (340, 250 pb), Haelll (900 pb),
Hinfl (440, 350, 150 pb), Pstl (650, 400 pb), Rsal (450, 250, 140 pb) y Taql (340, 230,
130 pb).

Ji et al. (2006) al analizar mediante PCR-RFLP la region ITS de especies de
Ditylenchus observé el siguiente patrén de restriccion en D. dipsaci: Rsal (580, 310,
270, 130 pb), Mspl (350, 210, 150 pb), Haelll (800 pb), Hinfl (410, 320 pb) y Alul (400,
310 pb).

Un analisis PCR-RLFP fue realizado por Chizhov et al. (2010) durante la descripcién de
D. weischeri comparandola con D. dipsaci (cebolla y fresa). El amplificado de ITS fue
digerido con enzimas de restriccion y se observaron diferencias en patrones de bandeo
con Bsh1236l, Hinfl, Rsal y Taqgl, logrando distinguir una especie de la otra. D. dipsaci
produjo los siguientes patrones de restriccion: Hinfl (374, 281, 89 pb), Rsal (300, 264,
127, 61 pb) y Taql (359, 208, 65, 51, 34 pb).
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Vovlas et al. (2011) reportd que mediante PCR-RFLP fue posible diferenciar a
Ditylenchus gigas de D. dipsaci sensu stricto. Las poblaciones de D. dipsaci analizadas
correspondieron a poblaciones aisladas de ajo, cebolla y betabel de Espafa y
encontraron los siguientes patrones de restriccion: Ddel (520, 340 pb), Rsal (430, 280
pb), Hinfl (510, 350 pb), Pvull (960, 800 pb), Alul (420, 370 pb) y Pstl (600, 380 pb).

3.5.3 Analisis por AFLP

El polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) es una técnica
que proporciona una gran cantidad de informacion denominada “huella genética” y
genera un mayor numero de fragmentos polimérficos con la ventaja de ser altamente
reproducible al compararla con la amplificacion polimorfica aleatoria de DNA (RAPD)
(Esquibet et al., 2003). Los marcadores AFLP han sido exitosos para distinguir biotipos
de insectos plaga y se han utilizado para conocer el polimorfismo intra e interespecifico
de nematodos fitopatdégenos (Marché et al., 2001).

Mediante el analisis morfolégico, bioquimico, molecular y cariolégico se logré
determinar que la raza gigante que se observaba afectando a Vicia faba, correspondia
a una especie diferente, nombrandose como Ditylenchus gigas en relacion a la gran
longitud del cuerpo de los especimenes (Subbotin et al., 2005; Vovlas et al., 2011).

3.6. Manejo

Considerando que la semilla utilizada para la siembra de ajo consiste en bulbillos
/dientes esta es la principal via de diseminacién de los nematodos en las regiones de
cultivo. Por esta razén, la semilla para plantado a utilizar debera estar libre del

nematodo del tallo y los bulbos (Hernandez-Juarez et al., 2015).
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El patotipo cebolla de D. dipsaci s. s. tiene la capacidad de infectar algunas variedades
de lechuga (Lactuca sativa L.), ajo, apio (Apium graveolens L.), chicharo, cebollin
(Allium schoenoprasum L.), frijol, poro (A. ampeloprasum var. porrum (L.) J. Gay),
belladona (Atropa belladona L.) entre otros, por lo que el control mediante la rotacion
de cultivo debe realizarse con cultivos no hospedantes como el maiz, asi como eliminar
la maleza durante tres afios para reducir al minimo las densidades de poblacion del
nematodo (Janssen, 1994; Becker y Westerdahl, 2018).

En alfalfa, trébol rojo, trébol blanco, haba, avena y centeno (Secale cereale (L.) M.
Bieb.) se han desarrollado materiales resistentes a este nematodo que se indican en el
Cuadro 2 (modificado de McDonald y Nicol, 2005).

Cuadro 2. Especies y cultivares de plantas con resistencia al nematodo del tallo y los

bulbos.

Cultivo / Especie Cultivar Pais

Alfalfa Vertus Suecia
Nova Australia

Washoa Lahontan

Estados Unidos de América

Trébol blanco Line G49 Nueva Zelanda
Tolerante Sebeda Nueva Zelanda

Alice Reino Unido

Centeno Ottersum Paises bajos

Haba INRA29 Francia

Trébol rojo Souk el Arba Rharb  Reino Unido

Avena Anita Bélgica
Bettong Australia

Avena / Avena ludoviciana Cc 4346 Reino Unido
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En Estados Unidos de América, a través de la National Alfalfa & Forage Alliance
(NAFA), se han generado variedades de alfalfa con diferentes niveles de resistencia al
nematodo del tallo y los bulbos. Algunas variedades que presentan una resistencia
superior a 50% son: FSG 329, Magnagrace Il, Octane, 54Q29, 54VR70, 4010BR,
4020MF, 4040HY, 6401N, 6427R, AFX469, AmeriStand 415NT RR, AmeriStand 427TQ,
AmeriStand 445NT, Camas, Denali 41.10RR, DK40-16, GrandStand Il, 55Q27, 55Q28,
Shockwave BR, Stockpile, RRALF 4R200, Nimbus, MasterPiece Il, LG5R300. Archer lll,
RR Nemastar, Premium, entre otros (NAFA, 2018).

Actualmente, no existen variedades de ajo con resistencia a D. dipsaci. Respecto al
control quimico, Becker y Westerdahl (2018) indican que la aplicacibn de 1,3-
Dicloropropeno o Metam sodio (preplantacion) y Oxamyl (después de plantado) pueden
ser efectivos. Asi mismo, Hernandez-Juarez et al. (2015) bajo condiciones de
laboratorio, probaron alternativas organicas contra el nematodo del tallo y los bulbos y
determinaron que el quitosan a dosis de 4 Lha™?! present6é un control del 97.5% de la

poblacién inicial de nematodos.

Es importante realizar estudios a fondo para dilucidar a través de la combinacion de
técnicas y métodos, la identidad de las distintas poblaciones de D. dipsaci presentes en

cultivos de alfalfa y ajo en Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, y Puebla, México.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacién de areas de estudio y colecta de muestras

Con el objetivo de colectar plantas con sintomas inducidos por el nematodo del tallo y
los bulbos se realizaron recorridos en zonas de produccion de ajo, cebolla y alfalfa en
los estados de Aguascalientes, Querétaro, Guanajuato, Jalisco y Puebla durante 2013
a 2017. Para este fin se contdé con el apoyo del personal operativo del Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica Fitosanitaria (SINAVEF) de la Direccion General
de Sanidad Vegetal, el cual fue previamente capacitado y se elaboré un folleto

resaltando los sintomas a buscar y los cuidados en la toma de muestras (Apéndice 1).

Se colecté el material vegetal con sintomas tipicos, se etiquetd (Cuadro 3) y trasladé al
Laboratorio de Nematologia del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF)

para su analisis.

Cuadro 3. Hospedante, material y ubicacion de muestras colectadas y procesadas en el

presente estudio.

Hospedante Material

Maiz Suelo

Maiz Plantulas

Ajo (orgénico) Suelo (Postcosecha)
Ajo Suelo (Postcosecha)
Ajo Suelo (Postcosecha)
Ajo Bulbos

Alfalfa Plantas

Ajo Plantas

Cebolla Plantas

Ajo Plantas

Ajo Bulbos

Latitud

20.6166
20.5166
22.1247
22.1220
22.1239
22.2983
19.9728
20.4747
20.3809
20.4578

ND
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Longitud
-100.2167
-100.2167
-102.2430
-102.2548
-102.2554
-102.2189
-103.5279
-100.6155
-101.7729
-100.9925
ND

Estado
Querétaro
Querétaro
Aguascalientes
Aguascalientes
Aguascalientes
Aguascalientes
Jalisco
Guanajuato
Guanajuato
Guanajuato
Tetela de Ocampo, Puebla



4.2. Extraccion de nematodos

Se homogenizaron las muestras de suelo de 2 kg y 100 g se utilizaron para la
extraccion de especimenes. Se cortaron partes vegetales de plantas sintomaticas
(tallos, hojas) en secciones de 1-2 cm de largo y se utilizaron 100 g para realizar la
extraccion. Ambos tipos de muestras se procesaron por la técnica del embudo de
Baermann (Baermann, 1917) y mediante macerado-tamizado-centrifugado (Coolen y
D’Herde, 1972; Coolen, 1979).

4.3. Identificacion taxondmica

Se depositd una alicuota de 5-10 ml del extracto de las muestras, de manera individual,
en caja Petri pequefia para ser examinada bajo microscopio estereoscopico y

compuesto.

La identificacion de los nematodos del género Ditylenchus se llevo a cabo utilizando las

caracteristicas descritas por Subbotin y Riley (2012).
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4.3.1 Morfologia, morfometria y microscopia electronica

Para realizar la determinacion de la especie, los nematodos identificados como
Ditylenchus de cada poblacion fueron muertos y fijados con TAF o Formol 4% a 70°C y
posteriormente deshidratados con glicerina (Seinhorst, 1962). Se realizaron montajes
permanentes de hembras y machos utilizando glicerina deshidratada como medio de
montaje y parafina de histopatologia como agente sellador. Los especimenes se
observaron en un microscopio compuesto Nikon Eclipse Ni-U (Nikon Instruments) y los
caracteres morfométricos de 26 individuos (hembras y machos) de cada poblacion
fueron obtenidos utilizando los objetivos 10, 40, 60 y 100X. Las fotografias se
obtuvieron con una camara digital Spot Idea 5MP (Diagnostic Instruments) montada
sobre el microscopio compuesto y digitalizadas con el programa Spot Basic Imaging 5.2
(Diagnostic Instruments). Los caracteres e indices De Man fueron capturados en un
archivo Excel (Apéndice 2). Después de confirmar la identidad de los nematodos, se
procesd una muestra por microscopia electrénica de barrido. Para ello, los nematodos
se lavaron con agua destilada estéril, se colocaron en un tubo eppendorf y se
trasladaron al laboratorio de Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo. La cantidad de agua del tubo se redujo al minimo
antes de adicionar Glutaraldehido 3% en amortiguador de fosfatos Sorensen pH 7.2,
0.1M por 48 h. Después se realizaron 2 lavados de 10 min cada uno con amortiguador
de fosfatos Sorensen para eliminar los residuos del fijador y efectuar la postfijacion con
Tetradxido de Osmio 0.25% en agua por 2 h. Después de la postfijacion los nematodos
se lavaron dos veces con agua desionizada por 30 min. Se llevd a cabo una
deshidratacion seriada con etanol 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90% durante 20 min en cada
fase y finalmente dos pasos por etanol 100% de 20 min. En estos dos ultimos pasos,
los nematodos se transfirieron a un microtamiz de 40 um donde se realiz6 el secado de
punto critico en el equipo Samdri-780A, suministrando €O, liquido lentamente a 1075
Psi a 31°C. Finalmente, los especimenes se recubrieron con oro por 15 min con el
equipo JEOL JFC-1100 lon Sputter. La observacion de caracteres y las fotografias se

obtuvieron con el microscopio electronico JEOL JSM-6390.
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4.3.2 Andlisis estadistico

Con los datos numéricos de los caracteres observados (Apéndice 2) se calcularon
parametros estadisticos: rango, media y desviacion estdndar de cada una de las
poblaciones y fueron contrastadas con los valores reportados de D. dipsaci por Hooper
(1972), Decker (1969) y Sturhan y Brzeski (1991).

Para conocer las relaciones entre las poblaciones y el efecto de las variables
morfométricas obtenidas, se aplico el andlisis de componentes principales (ACP) con el
programa R v3.5. El objetivo del ACP es sintetizar o reducir el nimero de variables de
un conjunto al minimo, perdiendo la menor cantidad de informacién posible (Dallas,
2000). Se ha demostrado que el ACP es de utilidad para separar poblaciones con

caracteristicas muy similares.

También se efectud el andlisis de agrupamiento de Ward (Ward, 1963) o de varianza
minima mediante el programa SAS v9, con el objetivo de obtener el agrupamiento de
las poblaciones tratando de lograr la maxima homogeneidad en cada grupo o cluster y

la mayor diferencia entre ellos.

4.4. Caracterizacion molecular

4.4.1 Extraccion de DNA

Las extracciones de DNA se llevaron a cabo utilizando nematodos individuales
previamente identificados morfolégicamente como D. dipsaci de cada una de las
poblaciones colectadas. Los adultos se lavaron en agua destilada estéril vy
posteriormente, se colocaron en 13 pl de buffer de extraccion de DNA (Williams et al.,
1992) sobre un cubreobjetos nuevo y bajo microscopio estereoscopico. EI nematodo
fue macerado con una punta de micropipeta. La mezcla fue homogenizada y transferida
a un tubo de PCR estéril, llevandose a congelacion a -40°C por 30 min y luego fue
incubado inmediatamente a 60°C por una hora y después a 95°C por 15 min para

inactivar a la proteinasa K, conservandose a 4°C.

20



4.4.2 Amplificacién y andlisis PCR-RFLP de laregion ITS1-5.8S-ITS2

El DNA extraido fue utilizado para amplificar la regiéon ITS1-5.8S-ITS2 del rDNA
utilizando los iniciadores AB28 (5°-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3’) y Tw81 (5'-
ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3’) propuestos por Howlett (1992) y Joyce et al.
(1994), respectivamente. La mezcla de reaccion de PCR se preparé en un volumen
final de 25 pl, conteniendo 3.0 mM MgCI2, 1X Buffer de PCR, 200 yM DNTP’s, 0.4 uM
de cada iniciador, 1.25 U de Taq polimerasa, 5 ul de DNA y agua libre de nucleasas
hasta 25 pl, esperando un fragmento de ~750 pb. Control positivo y negativo fueron
considerados y tres extracciones individuales de DNA por poblacién fueron
amplificados. El control positivo de D. dipsaci de cultivo de ajo fue facilitado por el
CNREF. EI control negativo consistio en agua libre de nucleasas (ALN). La amplificacion
se realizé en un termociclador T100 (Bio-Rad, Laboratories) con el programa siguiente:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 min, 35 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por
45 seq, anillamiento a 57°C por 30 seg, extension a 72°C por 1.5 min y extension final a
72°C por 5 min (Ramirez-Suarez, 2014). El producto de PCR se coloc6 en gel de
agarosa 1.4% tefido con 7 pl de Gel Red (Biotium Implements®) en 100 ml de buffer
TAE1X. La electroforesis se corrié a 90 voltios por 80 min. El gel se visualizé en un
transiluminador Gel Doc Z System (Bio-Rad, Laboratories) y analizado con el programa
Image Lab 5.0 (Bio-Rad, Laboratories) para la obtencién del tamafio del fragmento
amplificado. Para realizar el PCR-RFLP, 10 pl del producto amplificado fueron digeridos
con cada una de las enzimas de restriccion: Rsal, Hinfl, Alul, EcoRlI, Dral, Hhal, Taql,
Sspl, Pvull, Ddel (Invitrogen™ ) y Haelll, Spel, Cfol (Promega Corporation®)
atendiendo las recomendaciones de los fabricantes. Las digestiones se realizaron a
37°C por 2.5 h en un termociclador T100 (Bio-Rad, Laboratories) y separadas en gel de
agarosa ultrapura ( Invitrogen™ ) 3% teflido con 7 pl de Gel Red (Biotium
Implements®) a 90 voltios por 80 min. La visualizacion del patron de digestion se
realizo a través del equipo Gel Doc Z System (Bio-Rad, Laboratories) y analizado con
el programa Image Lab 5.0 (Bio-Rad, Laboratories) para la obtencién del peso de cada

banda observada. Producto de PCR sin digerir fue considerado como control.
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4.4.3 Amplificacién y secuenciacion de la regiéon ITS1-5.8S-ITS2, gen 28S
rDNA, gen COl mtDNA y gen Hsp90

Las extracciones de DNA de los nematodos fueron enviadas para amplificacion y
secuenciacion a la empresa Macrogen (www.macrogen.com) en Seul, Korea del Sur.
Para la region I1TS1-5.8S-ITS2 del rDNA, utilizando los iniciadores AB28 (5'-
GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3’) y TW81 (5-ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3’) con
las condiciones de amplificacion siguientes: desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 min,

35 ciclos con desnaturalizacién a 95°C por 45 seg, anillamiento a 57°C por 30 seg,
extension a 72°C por 1.5 min y extension final a 72°C por 5 min, esperando un

fragmento ~750 pb (Ramirez-Suarez, 2014).

La amplificacion de gen 28S del rDNA tuvo como objetivo amplificar los segmentos de
expansion D2-D3 con los iniciadores D2A (5-ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3') y
D3B (5-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3’) esperando un fragmento de ~800 pb. Las
condiciones de amplificacién consistieron en: desnaturalizacion inicial de 95°C por 3
min, 35 ciclos con desnaturalizacién a 95°C por 45 seg, anillamiento a 57°C por 45 seg,
extension de 72°C por 1 min y una extension final de 72°C por 5 min (Ramirez-Suarez,
2014).

La amplificacion de COI del mtDNA se efectu6 con los iniciadores COI-F1 (5-
CCTACTATGATTGGTGGTTTTGGTAATTG-3) y COI-R2 (5’-
GTAGCAGCAGTAAAATAAGCACG-3’) utilizando el programa de amplificacion
siguiente: desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 min, 30 ciclos con desnaturalizacion a
94°C por 30 seg, anillamiento a 45°C por 15 seg, extension a 72°C por 1 min y con una
extension final a 72°C por 10 min, esperando un fragmento amplificado de ~850 pb
(Kanzaki y Futai, 2002).

El gen Hsp90 fue amplificado parcialmente con los iniciadores degenerados U83 (5'-
AAYAARACMAAGCCNTYTGGAC-3’) y L1110 (5-TCRCARTTVTCCATGATRAAVAC-
3’) propuestos por Skantar y Carta (2004), esperando un fragmento de ~300 pb. Fueron

probadas tres programas de amplificacion (Cuadro 4):

22


http://www.macrogen.com/

Cuadro 4. Condiciones de PCR probadas para la amplificacién parcial del gen Hsp90.
Programa Condiciones de amplificacion Referencias

A 94°C por 10 min, 35 ciclos: 94°C por 20 seg, 65°C (Skantar y Carta, 2004)
por 5 seg, 60°C por 5 seg, 55°C por 5 seg, 50°C por
5 seg, 68°C por 1 min y extension final a 68°C por 15

min.

B 95°C por 5 min, 38 ciclos: 95°C por 30 seg, 53°C por (Madani et al., 2011)
30 seg, 68°C por 1 miny 68°C por 15 min.

C 94°C por 4 min, 35 ciclos: 94°C por 30 seg, 56°C por (Hasjihassaniy Tenuta,
45 seqg, 72°C por 1 min y 72°C por 5 min. 2017)

En la condicién C el iniciador L1110 fue reemplazado por el primer Dipsaci_hsp90R
(5-GWGTTAWATAACTTGGTCRGC-3’) el cual fue propuesto por Madani et al. (2015).

Las secuencias de las regiones analizadas fueron visualizadas, editadas manualmente
y obtenida la secuencia consenso utilizando el programa MEGA7 (Kumar et al., 2015).
Asi mismo, con la finalidad de conocer la variacion o diferencia entre poblaciones, fue

obtenida la composicion de nucleétidos de las secuencias por regién amplificada.

4.4.4 Analisis filogenético

Las secuencias de las regiones ITS, segmentos de expansion D2-D3 28S del rDNA y
COI del mtDNA fueron comparadas, de manera individual, con las secuencias
depositadas en el GenBank del National Center for Biotecnology Information (NCBI)
mediante el programa BLASTN (Altschul et al., 1997) y compiladas en formato fasta
para la reconstruccion filogenética. Las secuencias a considerar como grupo de
comparacién u outgroup de cada region fueron elegidas de acuerdo a trabajos
anteriores de caracterizacion de especies de Ditylenchus (Vovlas et al., 2011; Skwiercz
et al., 2017).
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Posteriormente, el conjunto de secuencias fueron alineadas usando MUSCLE con
parametros por defecto. Los conjuntos de secuencias fueron analizadas mediante
inferencia bayesiana (Bl) usando MrBayes v3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001). El
modelo de sustitucion de nucledtidos de DNA se obtuvo utilizando el programa
JModeltest v2.1.10 (Posada, 2008) con la Informacién del Criterio Akaike. El analisis Bl
para cada gen se inicié con un arbol aleatorio y se ejecutdé con cuatro cadenas para
1.0x10° generaciones. Las cadenas de Markov fueron muestreadas en intervalos de
200 generaciones. Se realizaron dos corridas para cada analisis. Después de descartar
las muestras quemadas y evaluar la convergencia, las muestras restantes se
conservaron para un analisis mas detallado. Las topologias fueron utilizadas para
generar un arbol consenso de la regla de mayoria del 50%. Las probabilidades
posteriores fueron dadas a los clados apropiados. Los arboles filogenéticos fueron

visualizados utilizando el programa FigThree v1.4.3.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Extraccion de especimenes

Las muestras presentaron sintomas como amarillamiento, necrosis de hojas,

deformacion de bulbos y acortamiento de entrenudos (Figura 2).

Se observé que la técnica de extraccién del embudo de Baermann presenté la ventaja
de que los especimenes obtenidos se encontraban vivos y muy activos a diferencia de
cuando se aplicé la técnica de macerado-tamizado-centrifugado con la que se

obtuvieron especimenes tanto vivos como muertos.

5.2. ldentificacion taxonémica

5.2.1Géneros de nematodos

Se realizd la revision de los extractos correspondientes bajo microscopio
estereoscopico y con base a Mai y Mullin (1996) y Subbotin y Riley (2012) la
identificacion de los géneros correspondieron a: Aphelenchoides, Aphelenchus,
Dorylaimus, Helicotylenchus, Mononchus y Rhabditis. En el Cuadro 5 se ilustran las
muestras con presencia de Ditylenchus. Fueron asignados cédigos para diferenciacion

de las poblaciones.

Cuadro 5. Hospedante, material, ubicacion y cédigo asignado a las muestras
positivas a Ditylenchus.

Hospedante Material Latitud Longitud Ubicacion CodigolD
Alfalfa Plantas  19.9728 -103.5279 Atoyac, Jal. AlJal

Ajo Bulbos 22.2983 -102.2189 Tepezala, Ags. AjAgs
Ajo Plantas  20.4578 -100.9925 Cortazar, Gto. AjGto
Ajo Bulbos ND ND Tetela de AjPue

Ocampo, Pue.
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D)

Figura 2. Material vegetal colectado con sintomas de amarillamiento, deformacién de hojas, tallos y
necrosis de bulbos. A-D. Ajo; E. Alfalfa.
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5.2.2 Caracterizacion de poblaciones de Ditylenchus

5.2.2.1. Morfologia, morfometria y microscopia electronica de barrido

Los nematodos (hembras y machos) analizados, de las cuatro poblaciones, mostraron
caracteristicas morfolégicas similares y se describen a continuacion. Las hembras con
region cefalica moderadamente desarrollada, estilete pequefio, débil con nédulos bien
desarrollados, bulbo medio con valvula definida, regién glandular sin sobreposicién, un
ovario funcional, vulva localizada en el extremo posterior al 75-85%, saco posuterino
(PUS) la mitad de la distancia entre la vulva y el ano (50%). Los machos presentaron
las mismas caracteristicas que las hembras a excepciéon del tamafio, éstos se
observaron relativamente mas pequefios; espiculas y gubernaculo simple de tamafio
moderados y con bursa que cubrié 75% de la cola (bursa leptoderan). Con ayuda de
microscopia de luz en ambos sexos se lograron distinguir 4 lineas en el campo lateral
(Figura 3-6). Los caracteres de diagndstico y los indices De Man obtenidos para la

identificacion de la especie se reportaron en el Cuadro 6.

La morfometria de referencia para D. dipsaci sensu stricto Unicamente menciona 12
caracteres de diagnoéstico. Considerando los estudios recientes sobre descripcion de
nuevas especies de Ditylenchus (Vovlas et al., 2011; Oliveira et al., 2013; Esmaeili et
al., 2016; Skwiercz et al., 2017) las poblaciones del presente trabajo fueron analizadas
mediante 28 caracteres lo cual ofrece un mayor sustento cientifico a las

determinaciones realizadas.

En general, la morfologia y morfometria de las poblaciones concuerdan con los
reportadas por Hooper (1972), Decker (1969) y Sturhan y Brzeski (1991) para D.
dipsaci s.s. Es importante hacer notar que la poblacién AlJal, aislada de alfalfa,
presento los valores menores de rango en hembras respecto a los reportados en los
caracteres de longitud de cuerpo, estilete, cola, PUS, c y V ( 739.6-1383.1 vs 1000-
1700; 9.2-12 vs 10-13; 60-113.2 vs 95-105; 23.5-63 vs 50; 5.0-8.5. vs 6.0-8.8; 10.7-16.4

vs 13.3-19.5; 76.6-80.7 vs 79-86, respectivamente). En los machos se observaron
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diferencias en longitud de cuerpo, estilete, b, c y T (877.8-1321.5 vs 1000-1500; 7.6-
104 vs 9-12; 5.0-85 vs 5.7-7.8; 10.7-16.4 vs 12-17.3; 48.0-76.8 vs 65-72,
respectivamente). Esta variabilidad pueden ser originada con base a las diferencias del
valor nutricional del hospedante, competencia por sitios (Dropkin, 1988) o bien por los
patrones de crecimiento alométrico (Hunt y Palomares-Rius, 2012). En diversos
estudios se ha reportado esta variabilidad de caracteres de D. dipsaci en poblaciones
con diferente hospedante y origen (Aftalion y Cohn, 1990; Chizhov et al., 2010; Tenutla
et al., 2014; Esmaeili et al., 2016).

Figura 3. Morfologia de la poblacion AlJal. Hembra (A-B) y macho (C). A. Parte anterior
mostrando el esdfago; B y D. Terminacion de la cola y C. Campo lateral con 4 lineas. Barras
de escala: A, By D= 20 um, C= 10 um.
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Figura 4. Morfologia de la poblacién AjAgs. Hembra (A-C, E) y macho (D, F). A. Parte anterior
mostrando el es6fago; B, D y F. Terminacion de la cola; C. Campo lateral con 4 lineas, E. Vulva y
saco postuterino. Barras de escala: A, B, D-F= 20 um, C= 10 pym.
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Figura 5. Morfologia de la poblacién AjGto. Hembra (A-C) y macho (D). A. Parte anterior
mostrando el es6fago; B. Vulva y saco postuterino; C y D. Terminacién de la cola. Barras de
escala= 20 um.




Figura 6. Morfologia de la poblacién AjPue. Hembra (A-C) y macho (D). A. Parte
anterior mostrando el eséfago; B. Vulva y saco postuterino; C y D. Terminacion de la
cola. Barras de escala= 20 pym.

31



Cuadro 6. Morfometria de poblaciones de Ditylenchus dipsaci extraidos de Medicago sativa y Allium sativum (mediatdesviacion estandar y (rango)).

POBLACION %
D.d S
n=26 AlJal AjAgs AjGto AjPue lpsacts.s
CARACTERES
Longitud cuerpo 1033.3+177.5 | 1115.8+110.4 1252.3+89.6 1193.7+102.7 1361.5+179.1 1351.8+89.2 1414.7+105.6 1355.7+92.8 | 1000-1700 | 1000-1500
(739.6-1383.1) | (877.8-1321.5) | (1086.4-1435.6) (957.2-1390.5) 1002.9-1684) | (1143.4-1569.1) | (1186.2-1590.6) | (1216.4-1520.2)
Diametro labio 6.3+0.7 5.9+1.0 6.840.4 6.3+0.6 6.610.4 6.2+0.4 6.640.3 6.4+0.3 ND ND
(4.2-7.2) (4.2-7.4) (6.0-7.4) (4.4-7.4) (5.9-7.2) (5.3-6.8) (5.9-7.3) (5.8-6.9)
Altura labio 2.3+0.3 22404 2.410.3 2.310.3 2.840.7 2.740.2 2.740.2 25+0.3 ND ND
(1.9-2.8) (1.5-2.8) (1.7-2.9) (1.6-2.9) (2.3-3.3) (2.5-3.2) (2.2-3.0) (2.1-3.1)
Estilete 10.3+0.7 9.3+0.7 11.3+0.6 11.6+0.6 12.240.6 12.3+0.5 122405 11.8+0.7 10-13 912
(9.2-12.0) (7.6-10.4) (10.4-12.6) (10.6-13) (11-13.3) (11.1-13.3) (11.1-12.9) (10.4-13)
Columna estilete 4.440.9 4.840.5 5.840.6 5.9+0.8 5.410.6 5.540.7 5.640.7 5.310.5 ND ND
(3.0-7.6) (3.8-5.7) (4.5-6.7) (4.2-7.7) (4.1-6.5) (4.0-6.6) (4.1-7.1) (4.2-6.5)
Cono estilete 46405 45406 5.4+0.7 5.4+0.8 6.710.6 6.7+0.6 6.5+0.7 6.4+0.6 ND ND
(3.7-5.7) (3.5-5.8) (4.3-7.0) (4.4-7.1) (4.8-7.8) (5.4-7.9) (5.5-8.5) (5.2-7.5)
M 44.4%55 51.0+4.6 47.7+5.2 51.3+6.6 54.6+4.6 54.3+438 52.9+5.4 54.3+3.9 ND ND
(cono*100/estilete) (33.9-57.6) (40.9-60.2) (41-59) (38.5-63.1) (42.5-63.4) (47.6-64.6) (44.5-66.4) (46.1-63.8)
DGED 1.740.2 1.740.3 1.940.2 1.840.2 1.8+0.2 2.010.3 2.0£0.2 1.9+0.2 ND ND
(1.3-2.1) (1.1-2.2) (1.5-2.3) (1.4-2.3) (1.5-2.2) (1.5-2.4) (1.7-2.6) (1.5-2.4)
Cabeza-metacorpus 66.2+11.2 67.845.9 66.5+3.8 65.8+4.2 75.3+2.7 76+3.4 72.2+4.8 74+3.9 ND ND
(54-110) (52.7-80.2) (58.9-74.3) (59-73.6) (70.8-80.5) (67.4-81.5) (60.8-80.6) (67.2-86.5)
Cabeza-poro 118.4+18.6 125.3+25.3 136+12.6 137.8+13.1 153.5+10.4 151.6+11.6 155.5+10.5 154.3+10.9 ND ND
excretor (91.3-170) (71.7-197.3) (112.7-166.2) (111.1-163.8) (137.8-184.5) (131.5-175.4) (139.5-188.3) (125.7-175.2)
Cabeza-cardia 167.5+35.4 1754269 175.4+10.5 173.2+15.3 192.1+10.5 195.3+11.3 201.7+10.9 199.9+18.2 ND ND
(118-238.9) (120.3-251.2) (155.4-192.4) (140.9-210.5) (173.3-216.4) (168.4-219.4) (175.4-222.7) (153.4-240.5)
Ancho max cuerpo 27.6+4.9 26.7+3.6 33.613.8 29.6%3.7 33.3+3.4 29.1+2.7 35.3+4.6 29.3+3.1 ND ND
(22.8-42.9) (20.2-32.7) (27.4-40.9) (22.4-37.6) (28.2-40) (25.3-34.8) (29.3-48.1) (25.8-36.9)
Cabeza a vulva 803.1+147.2 NA 1011.3+76.1 NA 1106.5+173.4 NA 1157+89.8 NA ND NA
(564.2-1072.3) (866.6-1169.3) (768.1-1407.1) (972.7-1324.8)
Ancho nivel vulva 26.5+5.4 NA 31.2435 NA 30.7+2.1 NA 32.8+4.3 NA ND NA
(21.3-42.0) (24.1-38.5) (27.3-34.6) (25.3-45)
PUS 40.0+13.1 NA 51.1+4.7 NA 65.4+11.9 NA 69+9.7 NA Y% DVA NA
(23.5-63.0) (44-58.5) (39.1-91.5) (54.4-92.8)
Distancia vulva-ano 134.6+25.0 NA 145.9+14 NA 157.8+24 NA 163.7+18.7 NA 1%2Y NA
(103.5-205.7) (117.9-180.7) (120.1-215) (124.7-208.6) long. cola
Long. cola 79.4+12 82.947.9 87.846.7 83.116.5 90.7+10.2 85.8+7.6 95.749.4 93.946.0 95-105 ND
(60.0-113.2) (67.3-102) (78.2-111.2) (65.5-95.3) (75.3-114.6) (71.4-100.3) (78.8-115.2) (78.8-109)
Ancho nivel 16.1+2.1 18.3+29 187416 20422 19.4+2.4 19.8+1.8 17.6+1.4 19.9+1.4 ND ND
ano/cloaca (11.7-22) (11.2-23.7) (15.9-22.8) (16.8-24.6) (15.5-26.6) (16.7-24.8) (14.9-20.5) (18.1-23.9)
Long espicula NA 22.243.2 NA 23.8+1.4 NA 25.3+2.6 NA 26.5+1.6 NA 20-28
(15.4-27.2) (21.4-27.2) (19.1-30.4) (22.8-29.7)
Long gubernaculum NA 7.8+1.1 NA 7.240.9 NA 8.8+1.2 NA 8.6+1.2 NA 8-11
(6.1-10.6) 5.9-9.1 (6.2-11) (5.8-10.8)
Long testiculos 708+114.3 NA 674.8+73.1 NA 835.2+100.2 NA 780.4+82.3 NA ND
(481.7-945.5) (452.2-796.4) (657.1-1104.4) (649.1-991.8)
a 37.24+4.9 41.146.1 37432 40+4.0 40.646.1 46.2+4 39.614.1 45.8+5.1 30.2-64 35.4-535
(30.8-48.7) (29.2-57.8) (30.6-44.1) (31.9-48.3) (30.2-54.5) (39.9-53) (32.6-47.2) (38-53.7)
b 6.2+0.8 6.2+1.2 7.140.6 6.9+0.5 7.141 6.9+0.4 7.0£0.5 6.7+0.8 6.0-8.8 55-7.8
(5.0-8.5) (3.5-10.0) (6.2-9.0) (5.8-8.0) (5.4-8.9) (6.2-7.7) (5.8-7.8) (5.6-9.5)
c 13.0+1.3 13.4+12 142+1.0 14.3+1.0 14.942.4 15.741.1 147413 14.4+1.0 13.3-19.5 12-17.3
(10.7-16.4) (11.3-16.0) (12.9-16.6) (12.5-16.3) (15.5-26.6) (13.7-17.7) (13.3-17.2) (12.9-16.3)
c' 4.940.6 4.44038 4.740.4 59.2+4.8 4.610.8 43105 5.410.6 4.740.4 ND ND
(4.1-6.0) (3.0-7.1) (4.1-5.5) (48.2-67.3) (2.8-6.1) (3.4-5.8) (4.6-7.0) (4.0-5.6)
V (%) 77.8+23 NA 80.8+1.7 NA 81.6+3.3 NA 81.8+1.1 NA 79-86 NA
(72.6-80.7) (75.2-83.2) (75.7-87.6) (79.7.83.8)
PUS/DVA(%) 29.848.9 NA 34.84+3.9 NA 41477 NA 4245.2 NA ND NA
(20-54.9) (26.6-40.6) (28.8-56.6) (35.3-55.9)
T (%) NA 63.846.2 56.416.1 61.845.9 57.545.0 NA 65-72
(48.0-76.8) (47.2-70.0) (51.9-73) (47.4-70)

* .
Hopper (1972); Decker (1969); Sturhan y Brzeski (1991)
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Unicamente las poblaciones AlJal y AjAgs fueron procesadas para microscopia
electronica debido a que en las restantes el nimero de nematodos obtenidos fue
minimo y la totalidad de los mismos se utilizaron en el analisis morfolégico y

morfométrico.

En los especimenes de ambas poblaciones se observaron 4 lineas equidistantes en el
campo lateral (Figura 7A) lo cual concuerdan con lo reportado para D. dipsaci por
Hooper (1972), Decker (1969) y Sturhan y Brzeski (1991). Sin embargo, en algunos
casos, se observaron 4 lineas continuas y lineas discontinuas internas localizadas en
diferentes zonas a lo largo del cuerpo (Figura 8B). Thorne (1961) describié estas
variaciones en una poblacién de D. destructor de remolacha azucarera en la que
observo 11 lineas, las 5 lineas aparentes correspondieron a las 5 crestas de los arcos
formados. De acuerdo con Hunt y Palomares-Rius (2012) la zona del cuerpo en donde
el nimero de lineas se ha determinado mas estable es el nivel medio lateral del cuerpo.

Se obtuvieron fotografias de los extremos anterior y posterior. Se observo una region
cefélica aplanada, en forma cuadrangular, no separada del resto del cuerpo, estoma en
forma de poro abierto localizado en la parte media de un pequefio disco oral,
ligeramente elevado y circular. Aberturas amfidiales claramente visibles (Figura 7F y

8D). La cola conoide alargada con término finamente redondeado (Figura 7D-E y 8C).
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Figura 7. MEB de la poblacién AlJal. Hembra (A-D, F) y Macho (E). A. Campo lateral mostrando 4
incisuras equidistantes; B. Campo lateral mostrando 4 lineas continuas e internas discontinuas; D y
E. Cola conica; F. Vista de regién anterior. Barras de escala: A, B, E=10 um; D=5 pm; F=2 pm.
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Figura 8. MEB de la poblaciéon AjAgs. Hembra (A, D) y J2 (B, C). Ay B. Campo lateral con 4 incisuras;
C. Cola coénica; D. Vista de region anterior. Barras de escala: A=5 um; By C=10 pum; D=1 pym.
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5.2.2.2. Andlisis estadistico

En el cuadro 6 se observan los parametros estadisticos calculados para cada

poblacion.

El Andlisis de Componentes Principales (ACP) se realiz6 de manera separada con
base al sexo de los especimenes de las cuatro poblaciones con 22 y 25 caracteres
medidos (machos y hembras, respectivamente). En machos se observo que la mayoria
de las variables presentaron una correlacion positiva tanto con CP1 como con CP2
(Diamlabio, Altlabio, Estilete, Longcono, Longcolumna, PoroExcretor, Cardia,
Anchomaxc, Longespicula, Longcola, Diamnivecloaca). Las variables Longitudcuerpo,
DGED, Matacorpus, Gobernaculo, Longtesticulos, a y ¢’ presentaron una correlacion
positiva Unicamente con CP1. La variable ¢ presentd correlacién positiva con CP2
mientras que b y T (%) se observaron con correlacién negativa (Figura 9). Cuando las
hembras fueron sometidas al ACP se observé que las variables Diamlabio, Altlabio, M,
DGED, Anchomaxc, Metacorpus, PoroExcretor, Cardia, Cabeza-vulva, Diamnvulva,
PUS, Longcola, ¢’ presentaron una correlacion positiva con el CP2. Las variables
restantes presentaron una correlacion negativa para ambos componentes (Figura 11).
En ninguno de los graficos de dispersion (hembras o machos), se observaron
diferencias fenéticas discretas entre las poblaciones. Los agrupamientos formados
claramente presentaron solapamiento entre ellos (Figura 10 y 12), a diferencia de
cuando el ACP se ha utilizado para la separacién de variedades o especies de
vegetales (Varela y Souki, 2013; Zapata et al., 2017). Diversos autores han descrito la
problematica de la identificacion y clasificacion de nematodos fitopatégenos empleando
morfologia y morfometria debido a que esas caracteristicas pueden ser influenciadas
por factores ambientales como la temperatura y el hospedante (Barraclough y Blackith,
1962). En D. dipsaci se ha observado una gran variabilidad biolégica intra-especifica
(Sturhan y Brzeski, 1991) lo cual concuerda con lo observado en las poblaciones en
estudio y sugiere la necesidad de implementar metodologias moleculares para, en caso

posible, lograr la diferenciacion de las mismas.
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Figura 9. Correlaciones de variables originales con CP’s en machos. 1= Longcuerpo; 2= Diamlabio; 3=
Altlabio; 4= Estilete; 5= Longcono; 6= Longcolumna; 7= DGED; 8= Metacorpus; 9= Poroexcretor; 10=
Cardia; 11= Anchomax; 12= LongEspicula; 13= Gobernaculo; 14= Longcola; 15= Diamnivelcloaca;
16=Longtesticulos; 17= a; 18=b; 19=c; 20=c’; 21=T(%).
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Figura 10. Gréafico de dispersion CP1 vs CP2 en machos. Agrupamiento de especimenes en
poblaciones.
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Figura 11. Correlaciones de variables originales con CP’s en hembras. 1= Longcuerpo; 2= Diamlabio;
3= Altlabio; 4= Estilete; 5= Longcono; 6= Longcolumna; 7= M, 8= DGED; 9= Anchomaxc; 10=
Metacorpus; 11= Poroexcretor; 12= Cardia; 13= Cabeza-vulva; 14= Vulva-ano; 15= Diamnvulva; 16=
PUS; 17= Longcola; 18= Diamnano; 19= a; 20= b; 21= c; 22= c’; 23= V(%); 24=PUS/VA.
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Figura 12. Grafico de dispersion CP1 vs CP2 en hembras. Agrupamiento de especimenes en
poblaciones.
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Al realizar el analisis de conglomerados de las poblaciones mediante el método de
varianza minima de Ward se obtuvieron dos dendrogramas: En el dendograma de
machos (Figura 13) se muestra que las poblaciones formaron dos grupos distintos:
AjAgs-AlJal y AlGto-AjPue. Lo que se esperaba era que las poblaciones se agruparan
de acuerdo al hospedante (grupo 1 (ajo): AlGto-AjPue-AjAgs y grupo 2 (alfalfa): AlJal),

sin embargo, no se observé este comportamiento.

En el dendograma de hembras (Figura 14), el agrupamiento de las poblaciones fue
diferente al de los machos. La poblacion AlJal formé un grupo separado de las
restantes y las dos poblaciones mas parecidas entre si fueron AjPue y AjGto, formando
posteriormente un grupo mayor junto con AjAgs. Esto concuerda con nuestra hipétesis
original que planteaba una agrupacién de acuerdo al hospedante del cual fue obtenida
la poblacion, al menos en el caso especifico de hembras.
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Figura 13. Dendograma obtenido por el método de Ward de 22 caracteristicas morfoldgicas
evaluadas en machos de Ditylenchus dipsaci colectados de Aguascalientes (ajo), Guanajuato
(ajo), Jalisco (alfalfa) y Puebla (ajo).
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Figura 14. Dendograma obtenido por el método de Ward de 25 caracteristicas morfoldgicas
evaluadas en hembras de Ditylenchus dipsaci colectados de Aguascalientes (ajo), Guanajuato
(ajo), Jalisco (alfalfa) y Puebla (ajo).
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5.3. Caracterizacion molecular

Por las razones descritas en la seccion de microscopia electronica, el estudio molecular

fue realizado Unicamente a las poblaciones AlJal y AjAgs.

5.3.1 PCR-RFLP delaregion ITS1-5.8S-ITS2

El producto de PCR obtenido de la region ITS1-5.8S-ITS2 fue de 743 pb (Figura 15).
Sin embargo, se observdé que los amplificados también presentaron fragmentos
inespecificos, incluso en los controles positivos. Debido a la limitada disponibilidad de
reactivos y al tiempo, la estandarizacibn de la PCR para evitar lo mencionado

anteriormente, no se llevé a cabo.

Los patrones de restriccion para las poblaciones AlJal y AjAgs son mostrados en las
figuras 16-20. En el cuadro 7 se observa un resumen de los patrones originados por

poblacion y por enzima endonucleasa.

M CP CP CN CN J J J A A A M

Figura 15. Amplificacion de region ITS1-5.8S-ITS2. Marcador
molecular 100 pb Invitrogen™ (M); Control positivo
Ditylenchus dipsaci Ajo (CP); Control negativo ALN (CN);
AlJal (J) y AjAgs (A).

Del conjunto de enzimas de restriccion utilizadas, anicamente Rsal mostré utilidad para
diferenciar AlJal de AjAgs. Aunque los patrones fueron similares, en AlJal se observé
un fragmento extra de 210 pb a diferencia de la digestion en AjAgs (334, 291, 210, 143
pb vs 334, 291, 143 pb, respectivamente).

41



Los patrones de restriccion con Hinfl, Rsal, Haelll (Figura 16A, B y 18B) mostraron
ligeras diferencias respecto a los reportados para D. dipsaci por Wendt et al. (1993), Ji
et al. (2006) y Chizhov et al. (2010). Una explicacion a estas diferencias es la
concentracion de agarosa utilizada durante la electroforesis. En este estudio, se
utilizaron geles al 3% (con base a las recomendaciones del fabricante) y en los
estudios arriba mencionados, la concentracion fluctu6 de 0.5-1.5%. A mayor
concentracion de agarosa, la porosidad del gel disminuye y dificulta la movilidad del
DNA, sin embargo, la ventaja es que se obtiene una mayor resolucion de las bandas
(Chory y Pollard, 2003). Asi mismo, en la investigacion por Wend et al. (1993) los
iniciadores para amplificar la region ITS de la poblacién de alfalfa fueron diferentes a

los utilizados en el presente estudio por lo que el fragmento amplificado fue mayor (800
pb).

Con Tagl los patrones obtenidos (Figura 17B) se observaron muy diferentes a los
reportados por Wendt et al. (1993), Chizhov et al. (2010) y Tenuta et al. (2014): 277,
210 pb vs 340, 230, 130 pb; 359, 208, 65, 51, 34 pb y 350, 190 pb, respectivamente).
Lo anterior puede explicarse por la diferencia en los patotipos examinados, la
concentracion de los geles de electroforesis (alfalfa- ajo al 3% vs alfalfa al 0.5-1,5%;
fresa-cebolla al 1%; ajo al 1%, respectivamente) los primers y el tamafio del amplificado
obtenido (743 vs 800 pb).

El patrén observado con Ddel (Figura 18C) no concordo con lo reportado por Wendt et
al. (1993) (306, 230 pb vs 310, 290, 200 pb) a pesar de que los patotipos estudiados
coinciden con la alfalfa como hospedante; sin embargo, el gel de electroforesis fue
diferente en ambos estudios (3% vs 0.7-1.5%) y como se mencioné en parrafos

anteriores, Wendt et al. (1993) obtuvo un amplificado de mayor tamafo.
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Con la enzima Alul, lo obtenido en las poblaciones analizadas (Figura 19B) concuerda
con lo reportado por Wendt et al. (1993) al no digerir el amplificado; sin embargo, Ji et
al. (2006) encontraron que la digestion origind dos bandas (400, 310 pb). Lo anterior
puede ser explicado al considerarse el origen geografico y el hospedante de las

poblaciones en ese estudio.

Al comparar el patron de digestion para la enzimas Ddel, Rsal, Hinfl, Pvull y Alul
obtenidos con los reportados por Vovlas et al. (2011), se observaron inconsistencias en
relacion al tamafio y nimero de bandas para cada enzima; incluso en el caso particular
de Pvull y Alul en el presente estudio no se observé digestion sobre el fragmento
amplificado; sin embargo, Vovlas et al. (2011) obtuvieron 2 bandas en cada enzima:
Alul (420, 370 pb) y con Pvull (900, 800 pb). Algo similar ocurre al comparar los
resultados con los reportados por Tenuta et al. (2014) en donde obtuvieron para Hinfl:
370, 280 pb y con Rsal: 290, 270,110 pb. Debido a que la region ITS amplificada en
ambos estudios fue utilizando los mismos iniciadores, la digestion con las mismas
enzimas y considerando que las poblaciones analizadas coinciden en el mismo
hospedante, la diferencia en patrones de bandeo demuestra la gran variabilidad
genética existente entre los patotipos del nematodo del tallo y los bulbos con base a su

origen geografico.

MsDJ JJ SD A A A MSD J J J SO A A A M SD J J J SO A A A M

Figura 16. Patrones de restriccion de especimenes individuales de las poblaciones AlJal (J) y
AjAgs (A). Marcador molecular 100 pb Invitrogen™ (M); PCR sin digerir (SD): A). Hinfl; B).
Rsal y C). Dral.
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Msb J J JSD A A A MSD J J J SO A A A MSDJ JJ SDAA A M

Figura 17. Patrones de restriccién de especimenes individuales de las poblaciones AlJal (J)
y AjAgs (A). Marcador molecular 100 pb Invitrogen™ (M); PCR sin digerir (SD): A). Pvulll;
B). Tagl y C). Hhal.

MsSDJ J J SDA A A MSD J J JSD A A A M MSD J J JSD A A A M

Figura 18. Patrones de restriccién de especimenes individuales de las poblaciones AlJal
(J) y AjAgs (A). Marcador molecular 100 pb Invitrogen™ (M); PCR sin digerir (SD): A).
Cfol; B). Haelll y C). Ddel.

44



M sODJ J J SOD A A A MSDJ J J SDA A A M

Figura 19. Patrones de restriccién de especimenes individuales de
las poblaciones AlJal (J) y AjAgs (A). Marcador molecular 100 pb
Invitrogen™ (M); PCR sin digerir (SD): A). EcoRI y B). Alul.

MsbJ J JSD A A AMSD J J J SDA A AM

Figura 20. Patrones de restriccion de especimenes individuales de
las poblaciones AlJal (J) y AjAgs (A). Marcador molecular 100pb
Invitrogen™ (M); PCR sin digerir (SD): A). Sspl y B). Spel.
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Cuadro 7. Patrones de restriccion obtenidos con 13 enzimas por
PCR-ITS-RFLP de las poblaciones AlJal y Ajgs.

Enzima de Poblacion

restriccion AlJal AjAgs
Hinfl 416, 324, 210 4160, 324, 210
Rsal 334, 290, 210, 143 334, 290, 143
Dra SD SD

Pvulll SD SD

Taq| 277, 211 277,211
Hhal 534, 303, 195 534, 303, 195
Cfol 530, 300 530, 300
Haelll SD SD

Ddel 306, 230 306, 230
EcoRl 412, 327 412, 327

Alul SD SD

Sppl SD SD

Spel SD SD

SD= Sin digestion

5.3.2 Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas de la region ITS de las poblaciones AlJal y AjAgs fueron de
una longitud de 682 y 692 pb, respectivamente. Al obtener la composicion de
nucleétidos (Cuadro 8) se observaron porcentajes muy similares en ambas
poblaciones.

Cuadro 8. Composicion de nucleétidos de secuencias ITS.

Poblacion T (V) C A G Longitud (pb)
AlJal 30.2 21.7 23.5 24.6 682
AjAgs 29.9 21.8 23.4 24.9 692

46



Referente al gen 28S, los fragmentos de las poblaciones AlJal y AjAgs mostraron 717 y
734 pb de longitud, respectivamente. La composicion de nucleétidos en ambas

poblaciones fue muy similar (Cuadro 9).

Cuadro 9. Composicién de nucleétidos de secuencias 28S.

Poblacion T (V) C A G Longitud (pb)
AlJal 24.7 21.2 22.5 31.7 717
AjAgs 24.9 20.8 22.6 31.6 734

Los tamanfos de los fragmentos amplificados ITS y 28S concuerdan con los obtenidos
por Subbotin et al. (2005).

Las secuencias del gen COIl fueron de 217 y 213 pb para AlJal y AJAgs,
respectivamente. La composicion de nucle6tidos mostro valores similares excepto en

citosina y adenina, en las cuales se observaron diferencias mayores (Cuadro 10).

Cuadro 10. Composicién de nucleétidos de secuencias COI.

Poblacién T (V) C A G Longitud (pb)
AlJal 42.4 24 12.9 20.7 217
AjAgs 42.3 235 13.6 20.7 213

Respecto al gen Hsp90, a pesar de haber probado diferentes condiciones de
amplificacion e iniciadores (mencionados en la seccién Materiales y métodos) no fue

posible la obtencion de fragmentos de ninguna de las dos poblaciones.
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5.3.3 Filogenia de poblaciones

5.3.3.1 Region ITS1-5.8S-ITS2

El alineamiento inici6 con 78 secuencias obtenidas del NCBI, de las cuales fueron
descartadas aquellas que presentaron nucleétidos indeterminados (Y, R, N, etc.), que
carecieron de datos (origen u hospedante) y secuencias duplicadas. El archivo de
alineamiento final presenté 32 secuencias, dos de las poblaciones en estudio y una
como grupo de comparacion, con una longitud de 602 pb. EI modelo de sustitucion
HKY+G fue utilizado en MrBayes obteniendo el arbol filogenético de mayoria de
consenso (Figura 21). Las poblaciones mexicanas de ajo y alfalfa se ubicaron en el
clado sensu stricto de D. dipsaci en donde se encuentran todos los patotipos de esta
especie, por lo que filogenéticamente ambas poblaciones mexicanas corresponde a
Ditylenchus dipsaci s. s. Se observd variacion intraespecifica. La topologia del arbol
obtenido concuerda con los descritos en otras investigaciones de nematodos Aguinidos
(Subbotin et al., 2005; Jeszke et al., 2013; Qiao et al., 2016) y mostr6 también la
existencia de haplotipos del nematodo del tallo y los bulbos.
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100

01

Figura 21. Relaciones filogenéticas de especies de Ditylenchus inferida con analisis Bayesiano de
la region ITS del rDNA bajo el modelo HYK+G. Los valores de probabilidad posterior >70% son
indicados en los clados. Patotipos de estudio diferenciadas con punto rojo.
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5.3.3.2 Fragmentos de expansion D2-D3 del gen 28S rDNA

Se obtuvieron 50 secuencias del NCBI, 21 fueron descartadas por presentar
nucleotidos indeterminados (Y, R, N, etc.), carecieron de datos (origen y hospedante) o
consistieron en secuencias duplicadas. Las restantes 32 secuencias, incluidas dos de
las poblaciones en estudio y una como grupo de comparacion, formaron el
alineamiento final con una longitud de 602 pb. El modelo de sustitucion HKY+G fue
utilizado en MrBayes obteniendo el arbol filogenético de mayoria de consenso
mostrado en la figura 22. Similar a lo observado en la filogenia mediante ITS, el gen
28S mostré que ambas poblaciones mexicanas se ubicaron en el clado sensu stricto de
D. dipsaci, presentando variacion intraespecifica especialmente con los patotipos de
ajo. La topologia del arbol obtenido concuerda con los reportados en otros trabajos de
nematodos Aguinidos (Subbotin et al., 2005; Vovlas et al., 2011; Qiao et al., 2016). La
inferencia filogenética con el marcador molecular 28S permite la identificacion, de
manera precisa, de las poblaciones mexicanas de Ditylenchus en D. dipsaci sensu
stricto y la separacién de estas con otras especies como D. gigas, D. oncogenus y D.

weischeri.
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55

T3
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0.1

Figura 22. Relaciones filogenéticas de especies de Ditylenchus inferida con analisis Bayesiano de la
region 28S del rDNA bajo el modelo HYK+G. Los valores de probabilidad posterior >70% son indicados
en los clados. Patotipos de estudio diferenciadas con punto rojo.

51



5.3.3.3 Gen COI del mtDNA

Se observaron pocas secuencias de Ditylenchus con este marcador disponibles en
NCBI por lo que 14 secuencias fueron obtenidas. Al alineamiento se agregd una
secuencia del grupo de comparacion y dos correspondientes a las poblaciones en
estudio. El alineamiento final consistio de 17 secuencias con una longitud 201 pb. El
modelo de sustitucién nucleotidica que mejor ajusté al conjunto de secuencias fue
TPM3uf. Sin embargo, éste no se encontrd disponible en MrBayes y fue utilizado el
modelo GRT+I+G sugerido por Ronquist et al. (2011) debido a que esta basado en el
promedio ponderado de los mejores modelos de sustitucion. Se obtuvo un arbol
filogenético de mayoria de consenso cuya topologia se muestra en la figura 23. Ambas
poblaciones mexicanas se observaron en el mismo clado en donde se ubicaron otras
poblaciones de D. dipsaci, presentando variacion intraespecifica. Este marcador
molecular es de gran utilidad para la inferencia y reconstruccion filogenética de
especies de nematodos debido a que sitios especificos de los genes del mtDNA tienen
tasas de evolucion 10 veces mas rapidas que los genes nucleares originando

polimorfismos acumulativos de secuencias (Hopper et al., 2005; Skwiercz, et al., 2017)
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MG321205.Anguina_agrostis_Agrostissp_EUA

0.1
Figura 23. Relaciones filogenéticas de especies de Ditylenchus inferida con analisis Bayesiano del gen
COI mtDNA bajo el modelo GTR+I+G. Los valores de probabilidad posterior >70% son indicados en los
clados. Patotipos de estudio diferenciadas con punto rojo.
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6. CONCLUSIONES

Con base a las caracteristicas morfolégicas, morfométricas observadas mediante
microscopia de luz y a través de microscopia electronica de barrido, las poblaciones del
nematodo del tallo y los bulbos extraidos de alfalfa (Jalisco) y ajo (Aguascalientes,

Guanajuato y Puebla) corresponden a Ditylenchus dipsaci sensu stricto.

Al realizar el estudio estadistico con 25 caracteristicas morfométricas, el andlisis de
componentes principales fue ineficiente para agrupar separadamente las 4 poblaciones
analizadas lo cual demuestra la gran variabilidad intra-especifica del nematodo del tallo
y los bulbos. Sin embargo, el método de varianza minima de Ward logré separar las

poblaciones, Unicamente de hembras, con base a sus hospedantes.

El andlisis de PCR-RFLP de la region ITS de las poblaciones AlJal y AjAgs utilizando la

enzima Rsal permitio diferenciar entre los patotipos alfalfa y ajo de Ditylenchus dipsaci.

El andlisis molecular y la inferencia filogenética de las poblaciones AlJal y AjAgs de
Ditylenchus spp., mediante el uso de los marcadores: segmentos de expansién D2-D3
del gen 28S, la region ITS-5.8S-ITS2 del rDNA y el gen parcial COIl del mtDNA
permitieron confirmar la identificacion taxonémica como Ditylenchus dipsaci sensu

stricto.
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7. RECOMENDACIONES

Es necesario realizar la estandarizacion de la PCR para amplificar la region ITS de D.

dipsaci y evitar fragmentos inespecificos o dimeros.

Verificar la repetibilidad y consistencia del analisis PCR-ITS-RFLP con las
endonucleasas utilizadas en este estudio con otras poblaciones de ajo, alfalfa e incluir

otros patotipos del nematodo del tallo y los bulbos.

Para efectos de registros historicos sobre detecciones de Ditylenchus dipsaci en
México, es necesario considerar estudios de morfologia, morfometria, MEB y técnicas
moleculares como PCR-RFLP, secuenciacion y filogenia de los marcadores genéticos
COl y Hsp90, los cuales son de mayor utilidad para la reconstruccion filogenética y la

diferenciacion de especies.

Estudios sobre transcriptomica del nematodo del tallo y los bulbos podrian proveer
informacién suficiente para discriminar, con base a la determinacién de efectores, los

diferentes patotipos existentes en México.

Es de gran importancia desarrollar e implementar un protocolo para el cultivo in vitro de
Ditylenchus dipsaci con el objetivo de contar con una fuente genéticamente homogénea

e ilimitada de especimenes para los diferentes analisis a efectuar.
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El cultivo, variedad, coordenadas geograficas,
nombre del predio, fecha de colecta son algunos
de los datos ndlspensables para la identificacion
de las muestras y deberan ser incluidos los de-

mas requeridos en la hoja de Solicitud de Diag-
nastico Fitosanitario.

Consideraciones importantes
sobre la colecta, manejo y

envio de muestras

+ Evitar la colecta y envio de material vegetal
completamente muerto (necrotico).

¢+ No exponer material colectado a temperatu-
ras superiores a 25°C.

¢+ Transportar muestras dentro de hieleras,
preferentemente con geles refrigerantes.

+ El envio al laboratorio para su analisis debe
realizarse como maximo dentro de 24 horas
posteriores a su colecta en campo.

+ Enviarlas al Area de Recepcion de Muestras
del Centro Nacional de Referencia Fitosanita-
ria con domicilio en Carretera Federal México-
Pachuca km 37.5, Tecamac Estado de Méxi-
co. C.P.55740.
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El nematodo de los bulbos y tallos
Ditylenchus dipsaci es un nematodo de
importancia economica en Mexico y
cuarentenaria en diversos paises del
mundo. Cultivos como ajo, alfalfa,
cebolla, papa, haba, pueden ser
afectados ocasionando pérdidas de
entre el 10-30%. Conocer su distribu-
cion dentro del territorio nacional es
una tarea primordial para el estableci-
miento de medidas fitosanitarias para
su control.

SINTOMAS

Hojas: El tejido afectado presenta amarilla-
miento, se deformacién como enrrollamiento,
necrosis (ajo, cebolla){fig.1. A-C). En alfalfa, las
hojas presentan deformacion, reduccion de ta-
mano y en ocasiones se observa hojas
“albinas® o también llamadas hojas
“bandera” (fig. 1.Ey F, fig.2. G).

Bulbos: Bulbos afectados presenta un
crecimiento reducido, tanto en ajos como en
cebollas (fig.1. A y B). Deformacion de “dientes”
es observado en gjo (fig.1. D).

Tallos: En alfalfa, los tallos presentan
acortamientc de entrenudos (achapamamientos)

(fig1. D).

APENDICE 1. Continuacion.

b.,ug. 2

COLECTADE MUESTRAS

Material necesario: GPS, pala, bolsas de
plastico Skg, marcadores indelebles, boligrafo,
libreta de campo, navaja, hielera, gel refrige-
rante.

Procedimiento: Al realizar recorridos de
campo sobre cultivos de ajo, cebolla y alfalfa y
detectar plantas con sintomas como los
descritos anteriormente, se realizara la colecta
de matenal vegetal:

* 3.5 plantas de gjo o cebolla.
* 5-10 tallos con hojas de alfalfa.
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APENDICE 2

MACHOS
n 1 2 3 45 6 .. ... 22 23 24 25 26
L
Diametro del labio
Altura de labio
Longitud de estilete
Longitud de columna del estilete
Longitud del cono del estilete
M (cono*100/longitud del estilete)
DGED
Cabeza a centro de metacorpus
Cabeza poro excretor
Cabeza a cardia
Ancho del cuerpo
Long. De espicula
Gubernaculum
Long. De cola
Ancho a nivel de cloaca
Longitud de testiculos
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APENDICE 2. Continuacion.

HEMBRAS
n 1 2 3 4
L
Didmetro del labio
Altura de labio
Longitud de estilete
Longitud del cono del estilete
Longitud de columna del estilete
M (cono*100/longitud del estilete)
DGED
Ancho del cuerpo
Cabeza a centro de metacorpus
Cabeza poro excretor
Cabeza a cardia
Cabeza vulva
Distancia vulva-ano (VA)

Ancho del cuerpo a nivel de
Vulva
PUS

Long. de cola
Ancho a nivel del ano

QO

o O T

<

PUSIVA (%)
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