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PUNTOS A TRATAR

ÅRelación entre características morfológicas y 
moleculares (identificación-taxonomía 
integrativa).

ÅColecciones de individuos tipo-topotipos.

ÅTipos de alimentación.

ÅAlimentación alternativa.

ÅGrupos específicos.

ÅOtras alternativas (criopreservación…).
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DIAGNÓSTICO NEMATODOS FITOPARÁSITOS

ESPECIES CRÍPTICAS:  casi idénticas morfológicamente, pero genotípicamente muy diferentes



ESPECIES CRÍPTICAS:  casi idénticas morfológicamente, pero genotípicamente muy diferentes

DIAGNÓSTICO NEMATODOS FITOPARÁSITOS

Ç TOPOTIPO: especímenes de la especie objetivo localizados en el lugar exacto de la 
localidad tipo donde se describió la especie  (los paratipos y holotipo).

Ç PARATIPO: el resto de especímenes usados en la descripción de la nueva especie.

Ç HOLOTIPO: un miembro de la serie tipo (generalmente el mejor preservado, en el que 
el concepto de nueva especie está preservado  y preferentemente ilustrado en la 
descripción).

DIAGNÓSTICO MOLECULAR

RE-DESCRIPCIÓN DE ALGUNAS 
ESPECIES BASADAS EN DATOS 
MOLECULARES DE INDIVIDUOS 
PROBLEMA Y TOPOTIPOS (PRESENCIA 
DE ESPECIES CRÍPTICAS)

Ç Los TOPOTIPOS se deben medir y confirmar que es la especie objetivo, para evitar 
errores en el caso de mezcla y/o introducción/cambio de especies en la localidad tipo.

ü EJEMPLO: GRUPO X. BREVICOLLE



ESPECIES CRÍPTICAS:  casi idénticas morfológicamente, pero genotípicamente muy diferentes

DIAGNÓSTICO NEMATODOS FITOPARÁSITOS

ü EJEMPLO: GRUPO X. BREVICOLLE (GR. AMERICANUM)

TOPOTIPO

IDENTIFICACIONES 
ERRÓNEAS

Varios marcadores moleculares-identificación morfológica-morfométrica

Lazarovaet al., 2018



ÅDiversos laboratorios de referencia y colecciones 
reconocidas. 

ÅGenerados en la descripción de especies nuevas.

ÅNematodos tipo fijados y embebidos en glicerina 
Ąmontajes permanentes.

Å>30 años pueden estar en malas condiciones.

ÅSe suelen ceder temporalmente.

ÅLaboratorios: USDA, Ghent, WaNeCo 
Wageningen, CNR-Bari, MNCN-CSIC, IAS-CSIC,…

COLECCIONES DE INDIVIDUOS TIPO



METODOS DE EXTRACCIÓN-INDIVIDUOS VIVOS

MÉTODOS QUE 
GARANTICEN LA 
SUPERVIVENCIA DE 
NEMATODOS

Atención con el 
transporte de 
muestras!!!



TIPOS DE ALIMENTACIÓN

Quistet al., 2015
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TIPOS DE ALIMENTACIÓN

Aphelenchoides
Bursaphelenchus

Ditylenchus

Anguina 
Meloidogyne
Pratylenchus 

Heterodera
Globodera
Xiphinema

Tylenchulus
Rotylenchulus
Criconemoides

Helicotylenchus

RAÍZ

TALLO
HOJAS
FLORES

Solo algunas especies 
de este grupo se 
pueden multiplicar 
sobre placa con 
cultivo fúngico/o 
sobre material 
vegetal

Siempre sobre 
material vegetal



FORMAS DE SUPERVIVENCIA

FORMAS DE 
SUPERVIVENCIA 
NEMATODOS

Pratylenchusthornei
deshidratados (Glazerand 
Orion, 1983)

-DESHIDRATACIÓN
-QUIESCENCIA/DIAPAUSA
-DAUER
-CONGELACIÓN

D. dipsaciάƭŀƴŀ ŘŜ ƴŜƳŀǘƻŘƻέ

https://www.bioscripts.net/zoowiki/temas/15C.html

Quistes (Globodera-Heterodera)
Espiráculo en M. alternatus-
dauerB. xylophilus

Aikawa, 2008



FORMAS DE SUPERVIVENCIA

ESTRUCTURAS
VEGETALES

Anguina triticien granos de trigo

https://www.cabi.org/isc/datasheet/5388

Aphelenchoidesbesseyien granos de arroz

Aphelenchoidesritzemabosi

-ALGUNAS ESPECIES.
-MANTENIMIENTO LIMITADO, 
PRINCIPALMENTE A SEMILLAS.
-BULBOSĄPROBLEMAS CON 
CONDENSACIÓN DE AGUA EN 
FRÍO

Ditylenchus
dipsaci



Van Gundy, 1965

SUPERVIVENCIA



TIPOS DE ALIMENTACIÓN

Aphelenchoides
Bursaphelenchus

Ditylenchus

TALLO
HOJAS
FLORES

Solo algunas especies 
se pueden 
multiplicar sobre 
placa con cultivo 
fúngico/o sobre 
planta

ÁATENCIÓN POSIBLE PÉRDIDA DE PATOGENICIDAD O SELECCIÓN 
EN LAS POBLACIONES



Many Bursaphelenchusspecies can be 
cultured on Botryotinia fuckelianaor 
other fungi on agar (malt agar, PDA) in 
the laboratory. (Bulletin OEPP/EPPO 
Bulletin (2013) 43 (1), 105–118)

Nematodos se alimentan de 
las células vegetales , 

induciendo un 
marchitamiento letal

Árbol sano

Árbol
muerto

Nematodos se alimentan de 
hongos en la madera muerta

Nematodos entran por las
heridas de alimentación

Huevo

Hembra
Macho

Nematodos DL3 mudan en DL4 
estimulados por el insecto

Nematodos DL4 pasan al insecto
adulto cuando migra a través de la 

cámara pupal
(Kikuchiet al., 2011)

Á Ciclo complejo pasando por 
diversos estadios y 
diferentes tipos de 

alimentación

Monochamusalternatus

BURSAPHELENCHUSXYLOPHILUS_MARCHITEZ DEL PINO



ILVO; Kikuchiet al., 2011
ILVO

1. Esterilizar cebada perlada con agua / medio fúngico (PDA).
2. Inocular cultivo hongo (Botrytis cinereau otros hongos) hasta 

crecimiento del hongo inicial.
3. Nematodos con 100 mg/ml streptomycin y 25 mg 

chloramphenicol), (nematodos naturales tal vez esterilización 
más fuerte).

4. Incubación a 25 °C para el crecimiento de la población.
5. Mantenimiento a 4 °C.
6. Renovación cada 4-5 meses.

Grupos específicos: Bursaphelenchus



Å Endoparasitossedentarios

Å Especies muy polífagas, 
supervivencia en malas 
hierbas.

Å Producen  nódulos en las 
raíces y masas de huevos.

Meloidogyne spp. 

Agrios, 2005



VInocular en plantas huéspedes de 
4-6 semanas (tomate, berenjena, 
garbanzo, etc.) con suelo estéril 
durante varios meses ( 3-4), 
submultiplicaciones de esta 
población.

VComenzar con una única
masa de huevos contenida 
en una hembra, sacar la 
hembra para su 
identificación.

Grupos específicos: Meloidogyne spp .

Patrón perineal

PCR específica / 
secuenciación 
fragmentos ADN

Isoenzimas



V Suelo 1:2 limo:arena o 100% 
arena Ąconductivo y facilita la 

extracción (evitar turba).

Grupos específicos: Meloidogyne spp .

V Fertilización semanal y riego 
cuando sea necesario.

V +22 ºC día/15 ºC noche.

V Inoculo: suelo anterior + juveniles 
(J2s) (2x/año).

V Control de identificación: 
generalmente 1/año, depende de 
la especie.

ILVO

Ç Algunas especies son difíciles de 
cultivar en tomate u otras plantas 
hortícolas, incluso algunas NO se 
reproducen en tomate ( M. baetica )



Extracción de inoculo

×Para la extracción, las raíces
infectadas(sobre2 MAI) se lavan, 
cortanen piezas(1-2 cm) y loshuevos
se extraenagitandolas raícesdurante
3-4 min en 0.5% NaOCl

J2

×Se pasala solucióna travésde un 
tamizde 75 mm debajocon unode 5 
mm, se lavancon aguay se cuentan
huevos y J2

(Husey & Barker, 1973)

Grupos específicos: Meloidogyne spp .



V Algunas especies se pueden mantener en patata o suelo ( M. 
chitwoodi o M. fallax ) 4 ºC , 1 año, (con cierta mortalidad) 
(datos ILVO)

Grupos específicos: Meloidogyne spp .

ILVO

V Test: el 20 - 45 % de poblaciones de M. chitwoodi y M. 
fallax pueden sobrevivir en suelo después de 8 meses a 
14 ° C (ILVO).



Grupos específicos: Meloidogyne spp .

OTRAS TÉCNICAS:

ÇCultivos en bolsitas de papel, 
principalmente para testar resistencias en 
plantas con semillas grandes (Atamianet 
al., 2012)

Atamianet al., 2012

Ç Inoculación en horizontal y 
mantenimiento durante al menos 24 h 
(Atamianet al., 2012)

ÇGran ahorro de espacio

ÇNo es una buena técnica para tener 
poblaciones durante largos periodos de 
tiempo



Grupos específicos: Meloidogyne spp .

OTRAS TÉCNICAS PARA PRODUCIR JUVENILES Y MACHOS:

ÇHidropónico

Ç/ǳƭǘƛǾŀǊŜǎ Ŝƴŀƴƻǎ όάPritzέΤ 
άwŜƎƛƴŀέΤ άwŜŘ Cherryέύ

ÇTres pre-inoculaciones 
previas en suelo (total 15000 
J2s)

ÇCambio de solución cada 2-3 
días

ÇOxigenación del medio con 
inyección de aire

Yoshigay Umezaki, 2016



Grupos específicos: Meloidogyne spp .

CULTIVOS ESTÉRILES:

ÇPermiten tener cultivos para experimentos de transcriptómica, 
ƳŜǘŀōƻƭƽƳƛŎŀΣ ŜǘŎΧ

ÇPermiten un control exacto de la infección y muestreo en 
algunos tipos de experimentos.

Ç/ǳƭǘƛǾƻǎ Ŏƻƴ ǎŜƳƛƭƭŀǎ ǇǊŜƎŜǊƳƛƴŀŘŀǎ όǘƻƳŀǘŜΣ ǇŜǇƛƴƻΣ ŜǘŎΧύΦ

ÇCultivos de raíces.

ÇSe tienen que renovar continuamente (1-2 meses, depende 
planta).

ÇContaminaciones.



V Algunos protocolos 
estandarizados para multiplicar 
y mantener las poblaciones 
durante largos periodos de 
tiempo

Grupos específicos: Meloidogyne spp .

Díaz - Manzano et a l. (2016) 

V Semillas en oscuridad (reserva 
de la planta) o cultivar plantas 
in - vitro (requerimiento de luz)

V Medios reducidos a la mitad de 
la riqueza o menos (p. ej . 
Murashige and Skoog Basal 
Medium) para evitar 
crecimiento excesivo de la 
planta



V Díaz - Manzano et a l. (2016) 
Sugiere un esquema para el 
mantenimiento de estas 
poblaciones en cultivo 
estéril de pepino

Grupos específicos: Meloidogyne spp .

Díaz - Manzano et a l. (2016) 



VCultivo de raíces

Grupos específicos: Meloidogyne spp .

Ç Medios que no favorezcan un crecimiento rápido, 
los nematodos no infectan raíces senescentes 
(por ej. DŀƳōƻǊƎΩǎB5 medium).

Ç Mejor en raíces transformadas, ya que producen un 
mayor incremento de las raíces laterales (por tanto 
más meristemos y zonas de elongación) y tienen 
tendencia a crecer horizontalmente (Tefer, 1983).

Ç SE PUEDEN CULTIVAR EN OSCURIDADĄAUMENTA 
NÚMERO DE PLACAS

Tomate

Cebolla

Ç Algunas especies hasta 6 meses con la misma 
planta (por ej. cebolla) (Mitkowski y Abawi, 
2002)Ąpero se tienen que revisar 
periódicamente.



Grupos específicos: Meloidogyne spp .

ÇALGUNOS PROBLEMAS MULTIPLICACIÓN DE MELOIDOGYNE:

V Mezcla de poblaciones en campo.

V Algunas especies no se multiplican sobre tomate 
(p. ej. M. artiellia o M. baetica ).

V Diferentes temperaturas óptimas de crecimiento 
(p. ej. M. chitwoodi ).

V Cultivo repetido a altas densidades poblacionales 
incrementa el número de agentes de biocontrol
en las macetas Ą refresco de la poblaciones.

V Etiquetado de placas,é.



Grupos específicos: Pratylenchus spp .

CULTIVO MONOXÉNICO PRATYLENCHUS SPP.

I. PREPARACIÓN DISCOS DE ZANAHORIA

(Huett et al., 1987; Moodyet al., 1973)

1. Lavar y cortar el extremo agudo
2. Sumergir en etanol (95%) o 20% NaOCldurante 3-5 min.
3. Flamear.
4. Pelar epidermis, solo la parte flameada, flamear el cuchillo en cada 

corte. Tb se puede seleccionar cilindro central (evitar 
contaminaciones)

5. Cortar discos y depositar en placa (algunos autores sugieren una 
mejora sobre placas con agua-agar 1%) (Santos et al., 2012).

1. Extraer nematodos, concentrar y cuantificar.
2. 0,02% ethoxyetil o cloruro mercúrico durante 2 horas (variaciones 

entre autores).
3. 0,1% streptomycin durante 24 horas.
4. 4-5 lavados con agua estéril.
5. Conteos y visualización de la viabilidad de la población final.
6. Inocular varias gotas de la concentración de nematodos encima de los 

discos de zanahoria.
7. wŜƴƻǾŀŎƛƽƴ ŘƛǎŎƻǎΣΧΦ

II. ESTERILIZACIÓN DE NEMATODOS



× Algunas especies de nematodos tienen dificultades de multiplicación-
mantenimiento en este sistema.

× Condicionesóptimasparael máximoratio reproductivo:

1. Inoculación25-100nematodos/discozanahoria.
2. Incubacióna 20-25°C.
3. Periodode incubación: al menos100DAI.

Incrementode laspoblaciones1,254-3,619-veces.

(Castillo et al., 1985)

Grupos específicos: Pratylenchus spp .

**Otras especies:  NEMATODOS MIGRADORES como Radopholusspp.; 
Zygotylenchusguevarai; Tylenchorhynchusspp.; D. dipsaci, D. weischeri, D. 
destructor (Verdejo y Pinochet, 1991; Trinhet al., 2004; Santos et al., 2012; 
Hajihassaniet al., 2017). 



Ç D. dipsacipuedemultiplicarseen 
variedadesde habasusceptible, callosde 
tejido o en discos de zanahoria.

Ç Protocolosimilar al de Pratylenchuspara 
losdiscos de zanahoria.

Ç Inoculaciónespecíficaa la axilade la hoja
en plantasde habacon alta humedad
(bolsa).

ÇAjospuedenseralmacenadosdurante
alguntiempoόάlanade nematodoέύΦ

ÇNo se ha podido multiplicar en diversos
cultivosfúngicos(Hajihassaniet al., 2017).

Grupos específicos: Ditylenchus dipsaci



HETERODERA-GLOBODERA Formadores de quistes

Agrios, 2005

Exudados radicales 
estimulan la eclosión

sincitio
Migración intracelular

Hembras fuera de la raíz



ÁLa hembra es globosa, sedentaria, con la 
mayor parte o totalmente fuera de la raíz

Subbotin et al., 2002

ÁLa mayoría de los huevos son retenidos en un 
quiste con cutícula gruesa y endurecida 
derivado del cuerpo de la hembra. Algunas 
especies también depositan los huevos en una 
matriz gelatinosa

ÁLa mayoría de las especies son huésped-
específicas

ÁPoblaciones con un solo quiste

(examinar quistes de la muestra de suelo-PCR)

Grupos específicos: Globodera -Heterodera spp .



Grupos específicos: Globodera -Heterodera spp .

ÁLa eficacia de la extracción de quistes decrece con la cantidad 
de materia orgánica (EPPO, 2013)

ÁAlgunos de estos métodos 
permiten obtener quistes en la 
muestra o en el sobrenadante de 
la segunda centrifugación (EPPO, 
2013)



Grupos específicos: Globodera -Heterodera spp .

ÁMETÓDOS PARA SUELO SECO: los quistes pequeños de hembras jóvenes, 
no flotan correctamente, por lo que pueden perderse (EPPO, 
2013)Ąmétodos húmedos pueden extraer quistes pequeños y quistes con 
pocos huevos o rotos.

ÁATENCIÓN: Globoderaspp. pueden 
resistir el secado, pero la vitalidad de 
los huevos de Heteroderaspp. 
decrece rápidamente durante el 
secado, especialmente a temperaturas 
superiores a 25 °C y la humedad del 
aire es inferior al 40% (EPPO, 2013)



Ç MÉTODOS PARA SUELO HÚMEDO O SECO

Grupos específicos: Globodera -Heterodera spp .

SEINHORST ELUTRIATOR

EPPO, 2013



Grupos específicos: Globodera -Heterodera spp .

Yhw¢Ω{ /¸{¢ 9·¢w!/¢Lhb 9[¦¢wL!¢hw

Ç MÉTODOS PARA SUELO HÚMEDO O SECO

EPPO, 2013



Grupos específicos: Globodera -Heterodera spp .

WYE WASHER

ü Similar al método centrifugación-flotación con densidad específica superior (1,22-
1,28 g/ml) de MgSO4 (u otro compuesto).

FLOTACIÓN-CENTRIFUGACIÓN

Ç MÉTODOS PARA SUELO HÚMEDO O SECO

EPPO, 2013

ü Sobrenadante de la centrifugación sobre tamices de 200 ó 250 mm.

ü Revisar sobrenadante de la primera centrifugación para la presencia de quistes 
(quistes vacíos o no muy llenos).

No puede procesar muestras 
con mucha turba



× Inocular plantas con una edad de 4-6 semanas del posible huésped (patata, judía, 
ƎŀǊōŀƴȊƻΣΧΦύ Ŝƴ ǎǳŜƭƻ ŜǎǘŞǊƛƭ ŘǳǊŀƴǘŜ о-4 meses.

Grupos específicos: Globodera -Heterodera spp .

Ç INOCULACIÓN EN PLANTA PARA MANTENIMIENTO/MULTIPLICACIÓN

Ç QUISTES SECOS EN FRIO (4 °C) PARA CONSERVACIÓN LARGA

×Atención pérdida de viabilidad con el tiempo.

×Atención humedad en la nevera.

ILVO

×Tubos de cristal o placas petri selladas con 
parafilm, etcΣΧ

ILVO



Wharton, 2004 

Grupos específicos: OTRAS ALTERENATIVAS

üCRIOPRESERVACIÓNĄUN PROCESO NATURAL EN ALGUNAS ESPECIES



Grupos específicos: OTRAS ALTERENATIVAS

üCRIOPRESERVACIÓN

Ç LA TECNOLOGÍA SE BASA EN LA INDUCCIÓN DE LA VITRIFICACIÓN CELULAR DURANTE 
UN DESCENSO BRUSCO DE LA TEMPERATURA.

Ç MUY USADO EN C. ELEGANS 
(http://www.wormbook.org/chapters/www_strainmaintain/strainmaintain.html)

Ç VENTAJAS DE ELIMINAR LAS PRESIONES DE SELECCIÓN ARTIFICIALES O CUELLOS DE 
BOTELLA EN LAS POBLACIONES, CUANDO ESTÁN MULTIPLICADAS EN CONDICIONES 
ARTIFICIALES.

Ç MENOS PROBABILIDADES DE CONTAMINACIONES ENTRE POBLACIONES.

Ç PROTOCOLOS USADOS PARA NEMATODOS DE LOS QUISTES 
(GLOBODERA/ HETERODERA SPP.), NODULADORES DE RAÍCES (MELOIDOGYNESPP.) 
(Triantaphyllouy McCabe. 1989; Van der Beeket al., 1996; Folkertsmaet al., 1997; 
Irdani et al., 2011) Y BURSAPHELENCHUS SPP. (Irdani et al., 2006).

Ç MENOR ESPACIO DE ALMACENAMIENTO PARA MUCHAS ESPECIES/POBLACIONES.



Grupos específicos: OTRAS ALTERENATIVAS

3) When tissue is cooled below freezing, 
water molecules gather together and form 
growing ice crystals:

2) Water is part of a solution with other 
molecules in living things:

4) Ice squeezes other molecules into a harmful 
concentrated solution:

5) On a cellular scale, ice forms 
first outside cells:

6) Growing ice causes cells to 
dehydrate and shrink:

7) Finally cells are left damaged 
and squashed between ice 
crystals:

1) 
8) Adding chemicals called cryoprotectantsto 
water can prevent water molecules from 
gathering together to form ice:

9) Instead of freezing, molecules just move 
slower and slower as they are cooled:

10) Finally, at temperatures below -100° C, 
molecules become locked in place and a solid is 
formed. Water that becomes solid without 
freezing is said to be "vitrified":



Grupos específicos: OTRAS ALTERENATIVAS

Chromatographynylon membranes(Roche)

EG: Ethylene glycol (99% EG, BDH)

Irdani et al., 2011Á Similar protocol in Triantaphyllouand  McCabe, (1989)



Grupos específicos: OTRAS ALTERENATIVAS

Ç Autores mencionan la disminución de la supervivencia al tener varias cintas de nylon 
en los viales y al no utilizar N2 líquido, congelador a -140 °C.

Ç Juveniles sobreviven la criopreservación. Huevos en anhidrobiosisen especies de 
Globoderatambién (en este caso sin pretratamientos) a -80 °C (Folkertsmaet al., 
1997).

Irdani et al., 2011



MUCHAS GRACIAS!!


