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PUNTOS A TRATAR o™

A Relacion entre caracteristicas morfoldgicas y
moleculares (identificaciéGtaxonomia
integrativa).

A Colecciones de individuos tigiopotipos.
A Tipos de alimentacion.

A Alimentacion alternativa.

A Grupos especificos.

A Otras alternativascfiopreservacion.) .
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DIAGNOSTICO NEMATODOS FITOPARASITOS /ms_
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ESPECIES CRIPTiCesSi idénticas morfologicamente, pero genotipicamente muy diferentes
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DIAGNOSTICO NEMATODOS FITOPARASITOS AS
EEEEEEEEEEEEEEEE——

ESPECIES CRIPTiCesSi idénticas morfologicamente, pero genotipicamente muy diferentes

C HOLOTIPO: un miembro de la serie tipo (generalmente el mejor preservado, en el qu
el concepto de nueva especie esta preservado y preferentemente ilustrado en la
descripcion).

C PARATIPO: el resto de especimenes usados en la descripcion de la nueva especie.

C TOPOTIPO: especimenes de la especie objetivo localizados en el lugar exacto de la
localidad tipo donde se describio la especie (los paratipos y holotipo).

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

‘ REDESCRIPCION DE ALGUNAS
DIAGNOSTICO MOLECUU‘ ESPECIES BASADAS EN DATOS
MOLECULARES DE INDIVIDUOS
PROBLEMA Y TOPOTIPOS (PRESENC
DE ESPECIES CRIPTICAS)

U EJEMPLO: GRUROBREVICOLLE
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DIAGNOSTICO NEMATODOS FITOPARASITOS /ms,
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ESPECIES CRIPTiCesSi idénticas morfologicamente, pero genotipicamente muy diferentes

U EJEMPLO: GRURXOBREVICOLER AMERICANUM

Varios marcadores molecularadentificacion morfolégicamorfometrica

MH248819 Xiphinema sp. Kra-BG
MH248821 X. parataylori n.sp. Str-SK
MH248822 X. parataylori n.sp. Sva-SK J A1 X taylori
088  HMI63206 X. parataylori n.sp. BV-CZ complex
AM086702 X. taylori SK
AM086703 X. taylori SK
48820 Xiphinema 3"
KX263107 X. brevicolle RU
KX263106 X. brevicolle RU
KY011946 X. brevicollum CN b

cox1

ITS1

JX218046 X. brevicolle CN
AY430177 X. brevicollum BR
AY430181 X. brevicollum BR X. diffusum

0.77 complex
AY430190 X. brevicolle ZA
AY580057 X. brevicolle

= FM211420 X. brevicolle NZ

FM211421 X. brevicolle NZ
”3—'[—- FM211422 X. brevicolle NZ
FM211424 X. brevicolle NZ

- FM211423 X. brevicolle NZ |
FM211425 X. brevicolle NZ
211426 X. brevicolle NZ

KY011947 X. brevicollum CN
KY011949 X. brevicollum CN

KY011948 X. brevicollum CN /
AMO086701 X. diffusum CI

IDENTIFICACIONE{S
ERRONEAS

056

X. diffusum
complex

41

AMO86700 X. diffusum AU
AB675669 X. brevicolle JP

ABG604337 X. brevicolle JP \

==aequale IN |
1541 | HQ184474 X. brevicolle CN < : AB675671 X. brevicolle JP n
o s AB675670 X. brevicolle JP
MH248805 Xiphinema sp. Kra-BG T s (
- HM163202 X. parataylori n.sp. BV KY011953 X. brevicollum CN 2

X. taylori

HHVH248806 Xiphinema sp. Per-BG

— complex
059 - MH248807 X. parataylori n. sp. Stra-SK / TOPOTIP

AB675673 X. brevicolle JP
AB675672 X. brevicolle JP
AMO086704 X. ¢f. americanum NP
HM163208 X. lambertii IN

MH248804 X. brevicolle BR-TP
JO990059 X. parabrevicolle IT D

1
— =
" 8,4)'430191 X. brevicolle BR X. brevicolle N A0 it R X
"V AY359856 X. brevicolle TW e AMO86705 X. incognitum CN X g
| > 082 F X incognitum
AY359857 X. incognitum TW|.\'- incognitum AMD0700 X Incogniiims; CY
_||

L MH248808 X. parataylori n.sp. Sva-BG

: . MH248818 X. brevicolle BR-TP X. brevicolle
JQ990043 X. parabrevicolle IT | | AMOS6707 X brevicolle BR-TP G [ topotype
b—JN091971 X. americanum s.l. JP | — HM163207 X. inaequale IN H
b M163205 X. lambertii IN I |IJ.!S AB604339 Xiphienma sp. JP ;
. ABG604338 Xiphinema sp. JP
ll— KF748489 X. americanum USA r LRGEHT i S
I_JQ990047 X. santos SP ~ — GU222427 X. simile CZ

— Lazaroveet al., 2018



COLECCIONES DE INDIVIDUOS TIPO s

pP————N

A Diversos laboratorios de referencia y coleccione:
reconocidas.

A Generados en la descripcion de especies nueva

A Nematodos tipdijados y embebidos en glicerina
A montajes permanentes.

A >30 afios pueden estar en malas condiciones.
A Se suelen ceder temporalmente.

A LaboratorioslUSDAGhent WaNeCo
Wageningen, CNRari, MNCNCSIC, IAG S| C,

INSTITUTO DE .
AGRICULTURA IAS
SOSTENIBLE S /220
7 Aa/o/
USDA < r Consiglio

Nazmnale delle
Ricerche



METODOS DE EXTRACCION-INDIVIDUOS VIVOS Y 4"

P——N
Table 1 Methods for the extraction of plant-parasitic nematodes from
plant and soil samples currently included in EPPO Diagnostic Protocols
Plant samples
Motile nematodes Baermann funnel/Oostenbrink dish, mistifier,
incubation of plant parts
Motile and immotile Direct examination, maceration and filtration,
nematodes maceration and centrifugal flotation,
>nzymatic digestion -
Soil | Chey e e METODOS QUE
oil samples
Motile nematodes Baermann funnel/Oostenbrink dish, flotation GARANTICEN LA
SUPERVIVENCIA D

and sieving, Flegg modified Cobb technique,
Oostenbrink elutriator NEMATODOS

Motile and immotile  Centrifugal flotation

nematodes
Cysts from soil
Dried soil Baunacke method, paper strip method, At . 7
encion con el
Fenwick can, Schuiling centrifuge d
Wet or dried soil Seinhorst elutriator, centrifugal flotation, transporte €

Wye washer muestras!!!




Nematoida

Trophic ecology
A Fungivore

% Plant parasite

Bacterivore
(:’_8 Algivore

Omnivore

Predator

TIPOS DE ALIMENTACION

— Clade 12 Tylenchida

“Aphelenchoidea”

- Aphelenchidae

Clade 11

Cephaloboidea

Panagrolaimoidea
Clade 10 "Aphelenchoidea”

« Aphelenchoididae

« Parasitaphelenchidae

Clade 8

Spirurina

Clade7 Teratocephalidae

1 1]
' >
| Clade 6 Plectida 2 &
' - Leptolaimidae g
: S

Monhysterida
Araeolaimida

Claded Desmodorida

_Clade3 chromadorida ...

H o .

< : z &
g @ : 8 o :
2 g :_Clade2 porylaimida & 13 -4 C;g '
o ! - Longidoridae 3 IA :

H WE . ? © -
= L S S T T T S I I D D o DL LI L s oo oo oooot s --.'.-_-.:
: @ '
s - Clada 1 Triplonchida % .
—E ! + Diphtherophoridae .2 s i
o : ! ’ = :
A : «Trichodoridae g %i '
' s} .
______________________________________________________________ ]

——— Nematomornha

Chromadoria

laimus longic

| Enoplia || Dorylaimia ”

Small lateral
sector Il

WLarge dorsal-
Sectorlig=2

Quistet al., 2015



TIPOS DE ALIMENTACION

TALLO
HOJAS
FLORES

Anguina
Aphelenchoides
Bursaphelenchus

Ditylenchus

Meloidogyne

RAIZ

Pratylenchus
Heterodera
Globodera
Xiphinema
Tvlenchulus
Rotylenchulus
Criconemoldes

Helicotylenchus

|

estilete



TIPOS DE ALIMENTACION AS

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

Anguina
Meloidogyne
Pratylenchus
Heterodera
Globodera Siempre sobre
RAIZ Xiphinema -

Aphelenchoides
Bursaphelenchus
Ditylenchus

HOJAS
FLORES

Tylenchulus material vegetal
Rotylenchulus
Criconemoides
Helicotylenchus




FORMAS DE SUPERVIVENCIA

-DESHIDRATACION
-QUIESCENCIA/DIAPAUSA
-DAUER

-CONGELACION

Pratylenchusihornel
deshidratados Glazerand

: - _ 4 AOrlon 1983)
D.dipsacia t I yII RS ySY Iu2R28

https:// ww B0 gt/zoowikiltemas/15C.html

Quistes Globoderal—leterodere)

Esplraculo erM. alternatus- Aikawa, 2008
dauerB. xylophilus



FORMAS DE SUPERVIVENCIA Yy

Anguina triticien granos de trigo

+ Ditylenchus
* | dipsaci

-ALGUNAS ESPECIES.
-MANTENIMIENTO LIMITADO,
PRINCIPALMENTE A SEMILLAS.
-BULBOA PROBLEMAS CON i ]
CONDENSACION DE AGUA EN Aphelenchoidebesseyen granos de arroz
FRIO




SUPERVIVENCIA

ExAMPLES OF NEMATODE SURVIVAL, SHOWING SPECIALIZATION IN

VARIOUS STAGES OF TEE LIFE CYCLE

Species Longevity Conditions Reference
Epges e
A scaris lumbricoides (AP s Moist soil &1
Heterodera rostochiensis (PP & vr Field sail 44
H. schachtii (PP) 6-T yr Field soil 107
H. glycines (PP) 4-5 yr Field soil 04
Nematodirus filicollis (AP) mo Dried dung 16
N. spathiger (AP} 2yr Dried dung 110
Egps or Znd-stage larvae
Meloidogyne incognila acrita (PP) 1vr Specially prepared soil 0
M. javanica (PP) 6 mo | Field soil 105
Tlenchulus semipenetrans (PP} 310 yr Field soil L]
Anpuina aprostis (PP) Diried plant material 28
A. tritici (PP) Diried plant material 42
Jrd-Stage larvae
Bursaphelenchus fungivorus (FL ) —_ Diried agar 45
Chedobus quadrilabiatus (FL) e Diried to insects 17
Diplogaster stercoralis (FL) — Dried to insects 17
Fustrompgylides ipnotus (AFP) 4vyr In vitm 124
Rhabditiz dubia (FL) - Diried to insects 17
Naemonchus confortus (AP) 7 mo Sail 18
Nemalodirus spathiger (AP) 1yr Diried on glass slide 110
Nippostrong vlus muris (AP) 4% yr Drried on glass slide 58
Nepaplectana bibiopis (AP) 12moe  Tap water 17
Ostertagia circumeincia (AP) Ome  Tapwater 47
Trichosirongylus axei (AP) 8 mo Tap water 10
Jih-Stage larvae
Ditvlenchus dipsac (PP) 2023 yr Dried plant material 42
Paratylenchus dianthus (PP) 44 yr Diry sail &6
P, projectus (PP) soil &6
Criconomoides xenoplax (PP) 2 mo Specially prepared soil 104
Hemicycliophora arenaria (PP) 6 mo Specially prepared soil 115, 116
Unspecified
Adinolaimus kintoni (FL) 10 vr Dried mud 66
A phelenchoides rilzemabosi (PP) | 3 yr Diried plant material 46
Ditylenchus myceliophagus? (PP) 3yr Diried 20
D, iriformis (PP) it vyr Diried 54

PN
TABLE 1 (Continued)
Speces Longevty Conditions Ederence
Dorylaimus kedini (FL) 10 yr Dried mud 66
Longidorus dongatus (PP) 29 mo | Spedally prepared soil 50
Helicolylenchus nannus (PF) 6mo | Specially prepared soid 41
H. microlobus (PP) 41 mo Frozen sal 102
Plectus sp., Doryladmus sp. 2yr Dried moss 58
and Cephalebus sp. (FL)
Pratylenchus crenatus (PP) 20 mo | Speaally prepared soil 50
P. brackyurus (PP) 21 mo | Spedaly prepared soil k4]
Radopholus similis (PP) b-14mo | Field sail 48
Tylenchus balramophius (PP) 24 yr Dried plant material 42
T. polyhypmus (PP) 39 yr Dried pant matenal 100
Tylenchorhynchus claytoni (PP) 10 mo | Specidly prepared soil o4
T. dubius (PP) 29 mo | Spedally prepared soil 50
Xiphinema index (PP) 4 yr Field sail &5
Specialized fealures
Panagrellus silusiae (FL) Eggs and larvae sur- a7
vive I dead adult
“endothic parasitica™

Trichotylenchas faleiformis (FL) Larvae and adults in = 27

cocom-like structures
in dried mud

s AP (animal paras tic)

b PP ( plant parasitic)
¢ FL (free living)

VanGundy 1965



TIPOS DE ALIMENTACION s

pP————N

Solo algunas especie

se pueden
multiplicar sobre
placa con cultivo
fungico/o sobre

Ditylenchus

TALLO Aphelenchoides
HOJAS Bursaphelenchus -
FLORES

planta

A ATENCION POSIBLE PERDIDA DE PATOGENICIDAD O SEI
EN LAS POBLACIONES



BURSAPHELENCHUSXYLOPHILUS MARCHITEZ DEL PIR®.

A Ciclo complejo pasando por
diversos estadios y
diferentes tipos de

alimentacion

Nematodos se alimentan de
las células vegetales ,
induciendo un
marchitamiento letal

Nematodos se alimentan de
hongos en la madera muerta

Hembra
é Macho

Nematodos entran por las
heridas de alimentacion

v

/ co®
, ‘\ @*"* e Nematodos DL3 mudan en DL4
S estimulados por el insecto

Nematodos DL4 pasan al insecto

adulto cuando migra através de la (Klkuchlet a|_, 2011)

camara pupal

Monochamusalternatus
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Grupos especificos. Bursaphelenchus Y &

pF———N

. Esterilizar cebada perlada con agua / medio fungico (PDA).

. Inocular cultivo hongo Botrytis cinereau otros hongos) hasta
crecimiento del hongo inicial.

. Nematodos con 100 mg/ml streptomycin y 25 mg
chloramphenicol), (nematodos naturales tal vez esterilizacion
mas fuerte).

. Incubacion a 25Cpara el crecimiento de la poblacion.

. Mantenimiento a4 °C.

. Renovacion cada-8 meses.

ILVOKikuchiet al., 2011




Meloidogyne spp. Y.

Endoparasitosedentarios

Especies muy polifagas
supervivencia en malas

Late II stage juveniles

h ierbas . feeding on giant cells. Late III stage juveniles IV Stage juveniles
B Root begins to form gall — /\
Producen nddulos en las , [ . A
SO Mot S0 e | -4th molt

raices y masas de huevos.

A II Stage juveniles
e invade rootlet

% and cause formation
of giant cells

. stages of
A,Y development

juveniles
attack rootlets

Small galls appear
on recently infected
roots
Emerging II Stage

juveniles infect new roots

II Stage juvenile
free in soil

II Stage \ ¥ o == 0Old galis may contain
many egg-laying females
and new infections

Agrios, 2005

juvenile



Grupos especificos:  Meloidogyne spp. Y {&*

V Comenzar conuna Gnica
masa de huevos contenida
en una hembra, sacar la
hembra para su
identificacion.

V Inocular en plantas huespedes de
. BT /4/-\\\
4-6 semanas (tomate, berenjena, y \)%\Q\XQJ
garbanzo, etc.) con suelo estéril << W\w
durante varios meses (  3-4), |- \\&
submultiplicaciones de esta
poblacion.

Patron perineal

PCR especifica
secuenciacion

fragmentos ADN

Isoenzimas
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Grupos especificos. Meloidogyne spp.

Suelo 1:2 limo:arena 0 100%
arena A conductivo vy facilita la
extraccion (evitar turba).

Fertilizacion semanal y riego
cuando sea necesario.

+22 °C dia/l15 °C noche.

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

Control de identificacion:
generalmente 1/afo, depende de
la especie.

(; Algunas especies son dificiles de

cultivar en tomate u otras plantas
horticolas, incluso algunas NO se
reproducen en tomate ( M. baetica




Grupos especificos. Meloidogyne spp.

Extraccion de inoculo

x Para laextraccion lasraices
Infectadag(sobre2 MAIl)selavan
cortanen piezag(1-2 cm)y loshuevos
seextraenagitandolasraicesdurante
3-4 minen 0.5%NaOCI

X Sepasalasolucionatravésde un
tamizde 75 nm debajoconunode 5
mm, selavanconaguay secuentan
huevos yJ,

(Husey & Barker, 1973)




Grupos especificos. Meloidogyne spp. ‘422&5

V Algunas especies se pueden mantener en patata o suelo ( M.
chitwoodi o M. fallax )4 °C, 1 ano, (con cierta mortalidad)

(datos ILVO)

V Testel20 -45 %de poblaciones de M. chitwoodi y M.
fallax pueden sobrevivir ensuelo después de8 meses a

14 ° C (ILVO).




Grupos especificos. Meloidogyne spp.

OTRAS TECNICAS:

C Cultivos en bolsitas de papel,
principalmente para testar resistencias en
plantas con semillas grandegtamianet
al., 20129

C Inoculacion en horizontal y
mantenimiento durante al menos 24 h
(Atamianet al., 2012

C Gran ahorro de espacio

C No es una buena técnica para tener
poblaciones durante largos periodos de
tiempo




Grupos especificos. Meloidogyne spp.

OTRAS TECNICAS PARA PRODUCIR JUVENILES Y MACHOS:

C Hidroponico .

C/ dzt G A O NP&tz£ TV | y 2
GwS3IAYIChéfng WS R

C Tres preinoculaciones
previas en suelo (total 15000
J2s)

Silicone
C Cambio de solucion cada2 |t -
dias &

Black plastic
¥ bag

C Oxigenacion del medio con | =
Inyeccion de aire

Yoshigay Umezaki 2016



Grupos especificos. Meloidogyne spp. AS

CULTIVOS ESTERILES:

C Permiten tener cultivos para experimentos de transcriptomica,
YSUlFo6o2fsYAOFIST SGOX

C Permiten un control exacto de la infeccion y muestreo en
algunos tipos de experimentos.

Cl dzf GA@2a O2y aSYAffl a LINBISN
C Cultivos de raices.

C Se tienen que renovar continuamente {4 meses, depende
planta).

C Contaminaciones.



Grupos especificos:

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

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 o0 menos (p. €]
Murashige and Skoog Basal
Medium) para evitar
crecimiento excesivo de la
planta

Meloidogyne spp.




Grupos especificos:

V Diaz -Manzano eta l. (2016)
Sugiere un esquema para el
mantenimiento de estas
poblaciones en cultivo
esteril de pepino

Meloidogyne spp.

Day No. 0 23 days

28888
(]
Sow cucumber
seeds
Pool No.A

Hatching of egg,
masses from
Pool No.1

000
00000
8 extra plates with
egg masses 1o
inoculate in vitro
experiments.

ogggg Hatching of egg
masses from

9 extra plates with PoolNo
egg masses to

inoculate in vitro
experiments.

°8888 Hatching of egg
masses from

9 extra plates with PoolNo.5

egg masses fo °

inoculate in vitro

experiments.

IAS.

Sterilization of pot/field egg
1995)

masses (Verdejo et al.,

Inoculation of H,T::;gs?::,gg
Quwmbgr Pool No.1
6 weeks
ggggg oSS 00880
Cucumber sown Inoculation of
No.2 Cucumber
1 week A oooo
{ Hatching of egg
i massesfom O OOOO
! ol 9 extra plates with
egg masses to
ogogo il goggo inoculate in  vitro
OI ﬂ ? 0 . 0 experiments.
Inoculation o Pool No.
Cucumber Cucumber sown
Pool N
1 week
33333 == 33228
Cucumber sown Inoculation of
Pool No.4 Cucumber
Pool No.4
Hatching ofegy  » OO
= massesfrom @O OO0
PoolNo.4 9 extra plates with
egg masses flo
inoculate in vitro
ggggg 23 days ggsg: experiments.
Inoculation of Cucumber sown
Cucumber Pool No.5
Pool No.5
1 week
$3338 $3332
Cucumber sown Inoculation of
Pool No.6 Cucumber
Pool No.6
1 week

23 days
Cucumber sown Cucumber sown
Pool No.7 Pool No.7
1 week

Diaz -Manzano eta l. (2016)



Grupos especificos. Meloidogyne spp. AS

V cCultivo de raices

C SE PUEDEN CULTIVAR EN OSCURBDADENTA
NUMERO DE PLACAS

C Algunas especies hasta 6 meses con la misma
planta (por ej. cebolla) Mitkowski y Abawi,
2002)A pero se tienen que revisar
periddicamente.

C Mejor en raices transformadas, ya que producen un
mayor incremento de las raices laterales (por tanto
mas meristemos y zonas de elongacion) y tienen
tendencia a crecer horizontalmenteléfer 1983.

C Medios que no favorezcan un crecimiento rapido,
los nematodos no infectan raices senescentes
(porej.D I Y 0 2 BbEhe&ium).




Grupos especificos. Meloidogyne spp. AS

C ALGUNOS PROBLEMAS MULTIPLICACIMBELGEDOGYNE

V

V
V
V

Mezcla de poblaciones en campo.

Algunas especies no se multiplican sobre tomate
(p. e]. M. artielia o M. baetica ).

Diferentes temperaturas optimas de crecimiento
(p. €. M. chitwoodi ).

Cultivo repetido a altas densidades poblacionales
incrementa el niumero de agentes de biocontrol
en las macetas A refresco de la poblaciones.

Etiquetado de placas, é.



Grupos especificos. Pratylenchus spp. AS

CULTIVO MONOXENIERATYLENCHBBP. (Huettet al.,, 1987:Moodyet al., 1973)
|. PREPARACION DISCOS DE ZANAHORIA

. ESTERILIZACION DE NEMATODOS

N =

hwh e

o0k w

~

Lavar y cortar el extremo agudo

Sumergir en etanol (9%) o 20%NaOCHurante 35 min.
Flamear. |
Pelar epidermis, solo la parte flameada, flamear el cuchillo en cade
corte. Th se puede seleccionar cilindro central (evitar
contaminaciones)

Cortar discos y depositar en placa (algunos autores sugieren una
mejora sobre placas con agtagar 1%) (Santost al., 2012).

Extraer nematodos, concentrar y cuantificar.

0,02%ethoxyetil o cloruro mercurico durante 2 horas (variaciones
entre autores).

0,1% streptomycin durante 24 horas.

4-5 lavados con agua esteéril.

Conteos y visualizacion de la viabilidad de la poblacion final.

Inocular varias gotas de la concentracion de nematodos encima de los
discos de zanahoria.

wSy 20k OAsy RAAO2&IXD



Grupos especificos: Pratylenchus spp. s

x  Algunas especies de nematodos tienen dificultades de multiplica€ion
mantenimiento en este sistema.

x  Condicione®ptimasparael maximoratio reproductivo:

1. Inoculacién25-100nematodos/discozanahoria
2. Incubacioéna20-25°C
3. Periododeincubacién al menos100DAL

Incrementode laspoblacionesl,254-3,619veces
(Castilloet al., 1985)

**Qtras especies:NEMATODOS MIGRADORBMo Radopholusspp;

Zygotylenchugyuevarai Tylenchorhynchuspp.;D. dipsaci D. weischerj D.
destructor(Verdejo y Pinochet, 199Trinh et al., 2004; Santost al., 2012;
Hajihassanet al., 2017).




Grupos especificos. Ditylenchus dipsaci

C D. dipsacpuedemultiplicarseen
variedadesde habasusceptible callosde
tejido o en discos deanahoria

C Protocolosimilar al dePratylenchuara
los discos dezanahoria

C Inoculacidonespecificaa laaxilade lahoja
en plantasde habaconalta humedad
(bolsa).

¢ Ajospuedenseralmacenadogiurante
alguntiempo o lanade nematodce 0 @

C No se hgpodido multiplicar endiversos
cultivosfungicos(Hajihassanet al., 2017).




HE TERODERAGL OBODERAFormadores de quistedZ,.

1I Stage male and female
Jjuvenile feeding on syncytia

M |g racion intracelularn Stage Juvenile invade root
and cause formation of syncytia

3rd
molt

Hembras fuera de la raiz

II Stage juveniles
attack young roots

Females at various
stages of development
attached to root

1I Stage juvenile
free in soil

II Stage juveniles
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Grupos especificos. Globodera -Heterodera spp. AS

ALa hembra es globosa, sedentaria, con la
mayor parte o totalmente fuera de la raiz

Ala mayoria de los huevos son retenidos en un
quiste con cuticula gruesa y endurecida

derivado del cuerpo de la hembra. Algunas
especies también depositan los huevos en ur
matriz gelatinosa

Ala mayoria de las especies son huésped
especificas

Apoblaciones con un solo QUIiStE=——p

(examinar quistes de la muestra de sufiGR)
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Subbotinet al., 2002
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AL a eficacia de la extraccion de guistes decrece con la cantidad
de materia organica (EPPQO, 2013)

Table 1 Methods for the extraction of plant-parasitic nematodes from
plant and soil samples currently included in EPPO Diagnostic Protocols

Plant samples
Motile nematodes Baermann funnel/Oostenbrink dish, mistifier,
incubation of plant parts
Motile and immotile Direct examination, maceration and filtration,
nematodes maceration and centrifugal flotation,
enzymatic digestion

Soil samples AAlgunOS de estos métodos
Motile nematodes Baermann funnel/Oostenbrink dish, flotation . .
and sieving, Flegg modified Cobb technique, permlten Obtener qUISteS en Ia
Oostenbrink elutriator muestra o en el sobrenadante de
Motile and immotile  Centrifugal flotation |a Segunda CentrifugaCién (EPPO

nematodes
Cysts from soil 20 13)
Dried soil Baunacke method, paper strip method,
Fenwick can, Schuiling centrifuge
Wet or dried soil Seinhorst elutriator, centrifugal flotation,

Wye washer




Grupos especificos.

Globodera -Heterodera spp. AS
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AVETODOS PARA SUELO SkESQuistes pequeiios de hembras jovenes,
no flotan correctamente, por lo que pueden perderse (EPPO,

2013)A metodos humedos pueden extraer quistes pequenos y quistes con
pocos huevos o rotas

Table 1 Methods for the extraction of plant-parasitic nematodes from
plant and soil samples currently included in EPPO Diagnostic Protocols

Plant samples
Motile nematodes

Motile and immotile
nematodes

Soil samples
Motile nematodes

Motile and immotile
nematodes
Cysts from soil
Dried soil

Wet or dried soil

Baermann funnel/Oostenbrink dish, mistifier,
incubation of plant parts

Direct examination, maceration and filtration,
maceration and centrifugal flotation,

enzymatic digestion

Baermann funnel/Oostenbrink dish, flotation
and sieving, Flegg modified Cobb technique,
Qostenbrink elutriator

Centrifugal flotation

Baunacke method, paper strip method,
Fenwick can, Schuiling centrifuge
Seinhorst elutriator, centrifugal flotation,

Wye washer

AATENCIONGIoboderaspp. pueden
resistir el secado, pero la vitalidad de
los huevos deHeteroderaspp.

decrece rapidamente durante el
secado, especialmente a temperatura
superiores &25°C y la humedad del
aire es inferior al 40% (EPPO, 2013)
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C METODOS PARA SUELO HUMEDO O SECO

SEINHORST ELUTRIATOR

EPPO, 2013
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C METODOS PARA SUELO HUMEDO O SECO
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EPPO, 2013
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C METODOS PARA SUELO HUMEDO O SECO
FLOTACIORENTRIFUGACION

u Similar al método centrifugacidiiotacion con densidad especifica superior (1;22
1,28 g/ml) de MgS©Q(u otro compuesto).

U Sobrenadante de la centrifugacion sobre tamices de b0 nmm.

U Revisar sobrenadante de la primera centrifugacion para la presencia de quistes
(quistes vacios o0 no muy llenos).

WYE WASHER | |

j No puede procesar muestras
r con mucha turba

EPPO, 2013
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C INOCULACION EN PLANTA PARA MANTENIMIENTO/MULTIPLICACION

x Inocular plantas con una edad de@lsemanas del posible huespggatata, judia,
AFENDFYT 25XP0 Sy #HdeSse2 Sa0GSNAE RdzNF yaGS o

x Atencidon humedad en la nevera.

i
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sovoEg. o o713

X Tubos de cristal o placgsetri selladas con oo G MAg2 10
parafilm, etcz X
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Grupos especificos: OTRAS ALTERENATIVAS %,

U CRIOPRESERVACAIWN PROCESO NATURAL EN ALGUNAS ESF

Cryoprotective Freeze o
dehydration = erance % Anhydrobiosis

fast * no freezing

]

<

D

£

N

(]

e

L

slow

wet dry

Soil water content

Wharton, 2004



Grupos especificos: OTRAS ALTERENATIVAS s

U CRIOPRESERVACION

C LA TECNOLOGIA SE BASA EN LA INDUCCION DE LA VITRIFICACION CELULAR
UN DESCENSO BRUSCO DE LA TEMPERATURA.

C VENTAJAS DE ELIMINAR LAS PRESIONES DE SELECCION ARTIFICIALES O CUI
BOTELLA EN LAS POBLACIONES, CUANDO ESTAN MULTIPLICADAS EN CONDI(
ARTIFICIALES.

C MENOR ESPACIO DE ALMACENAMIENTO PARA MUCHAS ESPECIES/POBLACIC
¢C MENOS PROBABILIDADES DE CONTAMINACIONES ENTRE POBLACIONES.

C MUY USADO EQ. ELEGANS
(http://lwww.wormbook.org/chapters/www _strainmaintain/strainmaintain.htmil)

C PROTOCOLOS USADOS PARA NEMATODOS DE LOS QUISTES
(GLOBODERBETERODEFRS#®P.), NODULADORES DE RAMEHS{DOGYNEPP.)
(Triantaphyllouy McCabe 1989; Van deBeeket al., 1996;Folkertsmaet al., 1997;
Irdaniet al., 2011) YBURSAPHELENCHF®. I(dani et al., 2006).
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Water Molecule 8) Adding chemicals callectyoprotectantsto
water can prevent water molecules from
gathering together to form ice:

5) On a cellular scale, ice forms
Sodah ¢4

first outside cells: g wam .}::' r 4
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2) Water is part of a solution with other
molecules in living things:

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

6) Growing ice causes cells to

3) When tissue is cooled below freezing, dehydrate and shrink:

water molecules gather together and form
growing ice crystals:

10) Finally, at temperatures belowl00 C,
molecules become locked in place and a solid
formed. Water that becomes solid without
freezing is said to be "vitrified":

7) Finally cells are left damaged

: n h tween i @ Cadah di. 4P
4) Ice squeezes other molecules into a harmful and squashed between ice “‘yery Cold (vnrif,ied,)"o*

. y Cold (Vitrified)g,
concentrated solution: crystals: a:‘O"..’:‘.:’;a

(2
2 %S )'.’ [ "'*‘ %
Very Cold (Frozen)

v’." %
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NEMATODE CRYOPRESERVATION PROCESS

Collect and concentrate fresh juveniles (J2)

ONE SHORT TREATMENT TWO SHORT TREATMENTS
H. schachtii and M. incognita G. tabacum tabacum
(1) Equilibrate fresh juveniles (J2) in 10% (1) Equilibrate fresh juveniles (J2) in 10%
EG [1.6 M] at room temperature 30°. EG [1.6 M] at room temperature 30°.
EG Ethyleneglycol (99% EG, BDH) (2) Spin down briefly and resuspend J2 in

cold 25% EG [4 M]. Keep on ice 30°.

l

Load the embedded larvae onto a

nylon membrane Chromatographynylon membranes(Roche)

1

FREEZING/THAWING

sProceed with a very fast-freezing in a liquid nitrogen bath

(-196°C). Storage the frozen samples in -140°C freezer.

*Rapid recovery of membrane/s from -140°C freezer and

thaw it immediately in warm-water bath (30°C).

A Similar protocol inTriantaphyllouand McCabe, (1989) Irdaniet al., 2011
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Viability and reproducibility of G. t. tabacum, H. schachtii and M. incognita cryo-J2 24 h after thawing.
Nematode populations Motility % (mean = SD) (n = 6) after time at —140 °C Reproduction rate® (R = Pf/Pi) (n = 3)
Egg-plant Sugar-beet Tomato
G. t. tabacum Before storage 94+3.7" 67 +£13.7°
1 month 73 7.3 62+12.0°
6 months 81+£7.7% n.d.
1 year 76 £7.0%* n.d.
4 months n.d. 52+45.2°
H. schachtii Before storage 92£3.5" 362 +£15.7"
1 month 70 £ 8.8 258 £12.2*
M. incognita Before storage 92+5.8" 178 + 68"
1 weelk 83+2.7 n.d.
1 month 79 +0.9* 91+37"
2 years 31+ 4.4 150 +46°
4 years 38+ 1.4 97 +75"

¢ Reproduction rate (R) = Pf/Pi where Pi = n.J2 inoculated and Pf=n.J2 recovered.
* Statistically significant differences (One way AVOVA, Tukey’s pairwise comparison P < 0.05).

C Autores mencionan la disminucion de la supervivencia al tener varias cintas de nylon
en los viales y al no utilizar Niquido, congelador a140°C

C Juveniles sobreviven lariopreservacion Huevos eranhidrobiosisen especies de
Globoderatambién (en este caso sipretratamientos) a-80 °C Folkertsmaet al.,
1997).

Irdaniet al., 2011






