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RESUMEN

La mayoria de las especies de nematodos fitoparasitos de la familia Anguinidae son
consideradas de importancia econémica, ya que produce perdidas en los rendimientos de
los cultivos. En México se desconoce el estatus de esta familia, por lo que existe la
necesidad de delimitar los géneros y especies presentes a través de un enfoque de
taxonomia integrativa. Mediante el andlisis de caracteres morfoldgicos y morfométricos
combinado con el andlisis filogenético de secuencias genéticas de dos marcadores
moleculares del rDNA (ITS1-5.8S-ITS2 y segmentos de expansion D2-D3 del gen 28S), se
describen dos nuevas especies de anguinidos: 1. Subanguina tlaxcaltensis n. sp.
parasitando a las malezas Ageratum conyzoides, Cosmos bipinnatus y Bidens spp. , en los
valles altos de Tlaxcala. 2. el nematodo agallador Anguina aristide n. sp. atacando pasto
Aristida divaricata en el municipio de Huamantla, Tlaxcala. Se identifica al nematodo
agallador foliar Orrina phyllobia como el agente causal del agallamiento y distorsion de
hojas de Solanun elaeagnifolium en San Luis de la Paz, Guanajuato, asi como del
nematodo agallador del trigo Anguina tritici mediante el anélisis de restriccion enzimatica
PCR-RFLP’s el cual produjo un patrén unico para la identificaciéon de esta especie.
Finalmente, el anélisis filogenético de la region del ITS1-5.8S-ITS2 del fDNA y el
segmento de expansion D2-D3 del gen 28S permitié determinar la identidad y las
afinidades filogenéticas del nematodo de la alfalfa Ditylenchus dipsaci infectando

Medicago sativa en Jalisco, México.



ABSTRACT

Most plant parasitic nematode species of the Family Anguinidac are considered of
economic concern due to the yield losses caused in several crops. In Mexico there is no
information about the status of this family so there is an urgent need to delimit the genus
and species with presence in our country following an integrative taxonomic approach.
Through the study of morphological and morphometric characters combined with the
phylogenetic analysis of genetic sequences of two rDNA molecular markers (ITS1-5.8S-
ITS2 and expansion segments D2-D3 of gen 28S), two new anguinid species were
described: 1. Subanguina tlaxcaltensis n. sp. parasitizing local weeds Ageratum conyzoides,
Cosmos bipinnatus and Bidens spp. in the highlands of Tlaxcala. 2. The gall nematode
Anguina aristide n. sp. affecting grass Aristida divaricata in Huamantia county, Tlaxcala.
Also, it was identified the leaf-gall nematode Orrina phyllobia as causal agent of foliar
galling and distortion on Solanun elaeagnifolium in San Luis de la Paz, Guanajuato, as well
as the wheat seed-gall nematode Anguina tritici by the PCR-RFLP enzimatic pattern which
displayed a unique profile. Finally, a phylogenetic reconstruction of the ITS1-5.8S-ITS2
region and the expansion segments D2-D3 of gen 28S of nematode specimens detected on
alfalfa allowed to determine their identity and phyllogenetic affinities of Alfalfa Stem

Nematode Ditylenchus dipsaci damaging Medicago sativa in Jalisco, Mexico.
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Alfalfa de Cuyacapan, Atoyac, Jalisco. México. a) hembra, B) region
anterior y estilete, C) campos laterales (4), D) saco post-uterino, E) cola

aguda y bursa leptoderan., F) macho.

Amplificacion de la region /TSI- gen 5.85-1TS2 del rDNA de D. dipsaci
detectado en Alfalfa. M: marcador molecular de 100 pb; 1-6: amplificado a
partir de extraccion individual de DNA de D. dipsaci s.s.; 7'y 8: controles
negativos (H,0 estéril grado PCR); 9 y 10: control positivo de D. dipsaci
s.5. (ajo) amplificando en un fragmento de 750 pb.

Amplificacion de segmentos de expansion D2 y D3 del gen 28S del rDNA.
M: marcador molecular de 100pb; 1-6: amplificado a partir de extraccion
individual de DNA de D. dipsaci s.s. encontrados; 7 y 9: control negativo
(0H,O estéril grado PCR); 9 y 10: control positivo de D. dipsaci s. s.
amplificando en un fragmento de 780 pb.
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Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Digestion enzimdtica de productos de PCR de la region /7S1-gen 5.85-1TS2
del rDNA con la enzima Rsal. M: marcador molecular de 50 pb; 1 y 12:
Producto de PCR sin digerir; 2-4, 6-8: Digestion con Rsal produciendo
fragmentos de 335, 280, 200 y 132 pb, y 5: Digestion con Rsal de control
positivo de D. dipsaci s.s. (ajo); 9: marcador molecular 100 pb, 10 y 11:
Digestion con Rsal de D. dipsaci s.s. (ajo) originando fragmentos de 335,
280y 132 pb.

Digestién enzimatica de productos de PCR de la region /75/-gen 5.85-1TS2
del rDNA. M: marcador molecular de 50 pb; 1 y 12: Producto PCR sin
digerir; 2-8: Digestion con Hinfl produciendo fragmentos de 400 y 300 pb,
9: marcador molecular 100 pb. 10 y 11: Digestion con Hinfl de D. dipsaci
s5.5.(ajo) originando fragmentos de 400 y 300 pb.

Reconstruccion filogenética bayesiana de secuencias de la region ITSI1-
5.8S-1TS2 de la poblacion mexicana de D. dipsaci detectado en alfalfa.
Arbol consenso de probabilidades superiores al 50% generados a partir del
modelo complejo: HKY + G, con otras secuencias de anguinidos
depositadas en el GenBank. Valores de soporte son indicados en cada una

de los clados.

Reconstruccion filogenética bayesiana de secuencias de los segmentos de
expansion D2-D3 del gen 28S de la poblacion mexicana de D. dipsaci
detectado en alfalfa. Arbol consenso de probabilidades superiores al 50%
generados a partir del modelo complejo: HKY + G, con otras secuencias de
anguinidos depositadas en el GenBank. Valores de soporte son indicados en

cada una de los clados.
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INTRODUCCION

Los nematodos fitoparasitos son plagas importantes de los agroecosistemas y muchas
especies producen una gran variedad de dafios al alimentarse directamente de las plantas o
pueden afectar indirectamente como vectores de patdgenos (van der Puteen y van Der
Stole, 1998). Las pérdidas en las cosechas anuales ocasionadas por estos organismos se
estiman en 8.8 a 14.6% de la produccion total de los cultivos, lo que equivale a 157 billones
de dolares en el mundo. Las pérdidas reales pueden ser aun mayor debido a que a menudo,
solo el dafio localizado mas notable es investigado y reportado, mientras s¢ pasa por alto los
dafios menos evidentes (Decraemer y Hunt, 2006). Aunque se han identificado mas de
4,100 especies de nematodos parasitos de las plantas, continuamente se describen nuevas
especies y algunas se han convertido en plaga en los cultivos debido a pequefios cambios en

su habitat y en las practicas agricolas (Karssen et al., 2004).

Los primeros nematodos parasitos de plantas que se observaron y documentaron fueron las
especies de la familia Anguinidae por lo evidente de la sintomatologia que ocasionaba. Fue
en 1743 que se hizo el primer reporte cientifico por Turrbevill Needham de estos
nematodos en el trigo al cual denomind Vibrio tritici (conocido hoy como Anguina tritici) y
en los aflos siguientes se siguié informando la misma especie en otros cereales (Luc ef al.,

2005).

Los nematodos de la familia Anguinidae pertenecen al orden Tylenchida, que parasitan las
partes aéreas, asi como las raices de las plantas. Tres de los géneros de importancia
economica que comprende la familia Anguinidae son: Anguina, Subanguina y Ditylenchus
(Kleynhans et al., 1996). De estos, las especies de los géneros Ditylenchus y Anguina son
los que han recibido mayor atenciéon, no solo por su importancia econémica en la
agricultura, sino también por que presentan algunas adaptaciones fisioldgicas notables que

les permite sobrevivir en condiciones ambientales adversas (Moens y Perry, 2009).

Existe una divergencia marcada en cuanto a definir los géneros y especies de la familia
Anguinidae. De acuerdo al tltimo sistema de clasificacion, se han identificado 11 especies

validas del género Anguina (Siddigi, 2000) sin embargo, este sistema solo considera



criterios morfotaxondmicos razon por la cual algunos especimenes hallados en distintas
partes del mundo no han podido ser clasificados debido basicamente a que su morfologia
no corresponde solo a una especie. Otra causa de confusion taxonoémica de los miembros de
este grupo de nematodos es la falta de la morfologia descriptiva de todos los estadios. Esto
complica la identificacion de algunas especies ya que a menudo solo el estadio J2 y el
estadio J3 son analizados y por lo tanto son los mas faciles de detectar ya que estin
presentes en gran nimero en ¢l interior de agallas de las semillas o follaje (Powers et al.,

2001).

Por otro lado, las especies del género Ditylenchus son dificiles de diferenciar debido al alto
grado de similitud morfolégica entre ellos (Wendt ef al., 1993), razon por la cual se han
descrito un gran nimero de especies y razas fisioldgicas, lo que lo convierte como uno de

los grupos de nematodos fitoparasitos mas dificiles de identificar (Escuer, 1998).

Existe controversia en la designacion de especies del género Subanguina, Krall (1991)
considera a Heteroanguina y Mesoanguina como géneros diferentes a Subanguina, sin
embargo Chizhov y Subbotin (1985) redefinen a Heteroanguina como género
Mesoanguina. Fortuner y Maggenti (1987) revisaron la familia Anguinidae y sinonimiza a

Heteroanguina y Mesoanguina como Subanguina, respaldado por de Siddiqi (2000).

En la actualidad, la identificacién taxonomica de los nematodos agalladores de la familia
Anguinidae se realiza por métodos tradicionales esto es, en base a las caracteristicas
morfologicas y morfométricas. Estas metodologias hasta cierto punto pueden ser
confiables, pero debido a la gran variabilidad morfologica existente entre individuos de una

misma especie, se recomienda la utilizacién de un enfoque de taxonomia integrativa.



ANTECEDENTES

Algunas especies de nematodos formadores de agallas y/o foliares de la familia Anguinidae
son considerados de importancia econémica como plagas agricolas y de cuarentena por las

agencias de sanidad vegetal de varios paises (Singh et al., 2013).

Existe evidencia que revela el papel importante de los nematodos agalladores del género
Anguina en la diseminacién de enfermedades, tal es el caso de Anguina tritici que es vector
de la bacteria Clavibactertritici, agente causal de la pudriciéon amarillenta temprana de la
cebada, y que puede ser toxica al ganado ovino (Saleh y Fattah, 1990). Por otro lado, existe
una asociacion entre Anguina agrostis y la bacteria Clavibacterrathayi en pastos, la cual
hace que las plantas que presentan esta asociacion se vuelvan téxicos cuando son ingeridos
por el ganado produciendo sintomas de toxicidad manifestada en descoordinacion,
tambaleo y temblor muscular. De manera similar, la asociacion Anguina finesta con la
bacteria Rathayibacter toxicus que infesta el follaje y a las estructuras florales de las
gramineas, cuya ingestién por parte del ganado ocasiona una intoxicacién grave que llega a

provocar la muerte (Riley y Barbetti, 2008).

Es muy poca la literatura disponible que hace referencia al estatus de las especies de
anguinidos en México. Durante el ciclo agricola de 1981-1982, en Ensenada, Baja
California, se detectd un brote de infestacion del nematodo cuarentenario Anguina tritici
atacando Triticum aestivum var. Nacozari, que provocé una sintomatologfa conocida como
agalla, con una coloracion café-oscura de los granos. Al disectar las agallas se encontraron
un promedio de 25,000 nematodos en el segundo estadio juvenil por grano (Nieto y

Delgado, 1984).

Por otro lado, en los estados de Zacatecas y Durango se ha reportado a Ditylenchus solo a
nivel de género, en suelo de almacigos tradicionales de chile (Capsicum annuun L.), esta
identificacion se realiz6 a través de sus caracteristicas morfométricas (Velasquez ef al,,

2007).

En México, existe la presencia del nematodo del tallo y de los bulbos Disylenchus dipsaci,

la mayor cantidad de reportes se encuentran en las regiones productoras de ajo y cebolla en



los estado de Guanajuato, Aguascalientes, Puebla y Veracruz. Se tienen reportes de la
especie D. dipsaci que provocan pérdidas que fluctian del 30 al 100% de la cosecha total

del cultivo del ajo (SENASICA, 2013).

La especie D. dipsaci puede causar pérdidas en los cultivos de 60 al 80% (Sturhan y
Brzeski, 1991). En Italia mas del 60% de plantulas de cebolla, murieron en la época de
trasplante en campos infestados. En ajo, han estimado perdidas del 50% en ltalia y mas del
90% en Francia y Polonia (CABL, 2010). D. destructor puede causar un dafio significativo
en las partes subterraneas (raices, tubérculos y bulbos) de los cultivos huéspedes tales como
la papa y varias plantas ornamentales. Reduce el rendimiento de las cosechas de cultivos

hospedantes y causa daiio adicional durante el almacenamiento (CABI, 2014).

Existen estudios de la utilizacion de especimenes de anguinidos para el control biologico de
malezas, tal es el caso de Ditylenchus phyllobius que en los ultimos afios se ha utilizado
como un potencial agente de control biologico de la maleza hoja de plata de las solaniceas
(Solanum elaeagnifolium Cav.) en Australia (Field et al., 2009). Por otro lado, la especie
Subanguina picridis, es el primer nematodo utilizado como agente de control
biolégicoaprobado para suliberacionen la maleza Acroptilon repensen sitioslimitadosde

Estados Unidos y Rusia (Duncan, 2001).

En el contexto internacional, solo algunos géneros de la familia Anguinidae son
considerados dentro de la normatividad legislativa fitosanitaria, tal es el caso de Anguina'y
Ditylenchus; éste ultimo estd sujeto a normas regionales y/o planes de trabajo bilaterales en
algunos cultivos importantes como la papa (Solanum tuberosum L.). En este sentido, en
México, en el afio del 2003 el grupo asesor técnico de nematodos nombrado por la
Organizacion Norteamericana de Proteccion Fitosanitaria (NAPPO), realizé una
recopilacion de metodologias para la deteccion, identificacion y diagnosis de especies de
nematodos cuarentenados en la comercializacion de la papa en Norteamérica. Estas
metodologias incluyen el empleo de caracteristicas morfolégicas, moleculares y criterios
sobre la extraccion para la verificacion de la identidad de los nematodos plaga en papa.
Algunos de estos nematodos son miembros de la familia Anguinidae, que incluye al
nematodo de la pudricion de la papa Ditylenchus destructor y al nematodo foliar y de los
bulbos D. dipsaci (Carta et al., 2005).



PROBLEMATICA A RESOLVER

En México se carece de evidencia objetiva relacionada al estatus y la relevancia de la
familia Anguinidae en cultivos agricolas y como su posible uso en el control biologico de
malezas. De esta manera existe una urgente necesidad de investigacion para delimitar los
géneros y especies de nematodos de esta familia presentes en nuestro pais, a través de un
enfoque de taxonomia integrativa. La identificacion y diagndstico de especies nuevas o
potencialmente perjudiciales de estos organismos es importante para el éxito de la
agricultura y al mismo tiempo coadyuva en el desarrollo y establecimiento de

procedimientos de cuarentena o reglamentarias para minimizar su diseminacion.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

{Qué géneros y especies de nematodos de la familia Anguinidae se encuentran presentes en

los estados de Baja California, Guanajuato, Jalisco y Tlaxcala?

OBJETIVO GENERAL

e Determinar los géneros y especies de nematodos de la familia Anguinidae, desde un
enfoque de taxonomia integral en los estados de Baja California, Guanajuato,

Jalisco y Tlaxcala.



OBJETIVOS PARTICULARES

e Delimitar las especies de nematodos de la familia Anguinidae presentes en pasto
Aristida divaricata, malezas (Ageratum conyzoides, Bidens spp. y Cosmos
bipinnatus), alfalfa (Medicago sativa L.) trompillo (Solanum elaeagnifolium L.) y
trigo (Triticum aestivum L.) a través de sus caracteristicas morfologicas,

morfométricas y moleculares.

e Determinar las relaciones filogenéticas entre las especies de nematodos anguinidos

encontradasen los estados de Baja California, Guanajuato, Jalisco y Tlaxcala.

HIPOTESIS

Considerando los sintomas que presentan algunas malezas y cultivos agricolas en el estado
de Baja California, Guanajuato, Jalisco y Tlaxcala, podemos suponer la presencia de
nematodos de la familia Anguinidae de importancia econémica y cuarentenaria asi como

agentes de control biolégico, algunos de los cuales considerados como especies nuevas.



CAPITULO 1. MARCO DE TEORICO Y DE REFERENCIA

11 MARCO TEORICO.

1.1.1 FAMILIA ANGUINIDAE

El concepto de Anguinidae fue reconocido por primera vez, y propuesto por Paramonov a
nivel de subfamilia a los géneros de Anguina, Paranguina y Nothanguina. Wu, 1967
estudio las relaciones entre Tylenchus, Ditylenchus y Anguina. Trata los tres géneros como
miembros de Tylenchinae, pero sentd las bases que finalmente permitié esta separacién de
Tylenchus de los otros dos géneros. Siddigi en 1980 coloca a Anguinidae como una
superfamilia y Maggenti en 1987 propuso aceptar la familia Anguinidae bajo el suborden
Tylenchina en la subclase de Tylenchia (Fortuner y Maggenti, 1987). Finalmente, Siddiqi,

2000 lo ubica a nivel de familia.

1.1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA FAMILIA ANGUINIDAE

Existen dos tipos de clasificacion, por un lado la propuesta basada en la morfologia y
morfometria (Siddigi, 2000) y por el otro en base a la informacién que proporciona las

secuencias genéticas de 1a SSU (sub unidad pequefia) del DNA (De Ley et al., 2006).

I. Reino: Animalia 2. Reino: Animalia
Phylum: Nematoda Phylum: Nematoda
Clase: Sercenentea Clase: Chromadorea
Subclase: Diplogasteria Subclase: Chromadoria
Orden: Tylenchida Orden: Rhabditida
Suborden: Tylenchina Suborden: Tylenchina
Superfamilia: Thylenchoidea. Superfamilia: Sphaerularioidea
Familia: Anguinidae. Familia: Anguinidae.



Los géneros que comprende la familia son: Anguina, Diptenchus, Ditylenchus,
Indoditylenchus, Nothanguina, Nothotylenchus, Orrina, Pterotylenchus, Pseudhalenchus,

Safinema, Subanguina (Siddiqi, 2000) y Litylechus (Zhao et al., 2011).

La familia Anguinidae se distinguc de la mayoria de las familias del orden Tylenchida en
que algunas de su especies son parasitas de la partes aéreas de las plantas con excepcion de
la especie Subanguina radicicola que parasita a raices e induce la produccion de agallas. La
mayoria se alimentan de hongos, pero los géneros que cuentan con especies fitoparasitas
son Adnguina, Subanguina, Cynipanguina, Ditylenchus, Pterotylenchus, Litylenchus y
Orrina (Fortuner y Maggenti, 1987, Zhao et al., 2011, Subbotin y Riley, 2012).

1.1.3 DIAGNOSIS

Son nematodos con el extremo anterior bajo y aplanado; su estilete es pequefio y delicado;
el esqueleto labial es delicado; presenta aparato genital con una espermateca tubular de 16
células que esta alineada con el tracto genital, las células espermaticas contiene una gran
cantidad de citoplasma, con excepciéon del género Pseudhalenchus. Se parecen a los
nematodos de la familia Tylenchidae en las caracteristicas del extremo anterior pero se
diferencia de ella por las caracteristicas del aparato reproductor femenino y porque tienen
una espermateca corta, de 12 células, redondeadas y que sobresalen algunas veces del tracto
genital, y las células espermaticas tienen poco citoplasma y las glandulas esofagicas se

sobreponen con frecuencia al intestino en su inicio (Fortuner y Maggenti, 1987).

1.1.4 DESCRIPCION

Los miembros de esta familia son vermiformes: las hembras maduras algunas veces son
agrandadas u obesas, pero no globosas o arrifionadas (forma de rifién). La region labial es
baja y aplanada anteriormente, no anulada o con ligeras anulaciones. El primer anillo labial
no presenta divisiones en los sectores; las aberturas de los anfidios son pequeiias; son
elipticas y dirigidas hacia la abertura oral. Los campos laterales pueden presentar de 4 a 6 6

mas incisuras. Los deiridios y fasmidios estin ausentes generalmente. La cola es larga,



delgada y frecuentemente en el ultimo tercio curveada ventralmente; algunas veces es corta

y redondeada (Fortuner y Maggenti, 1987).

El esqueleto labial es delicado con estilete delgado y corto, o casi tan largo como el
didmetro del anillo labial. El estilete presenta nédulos pequefios y redondos cuyos muisculos
son paralelos al eje del estilete. La glandula esofagica dorsal se abre justo por debajo de la

base del estilete (Fortuner y Maggenti, 1987).

El procorpus puede ser delgado o ancho, separado o no del bulbo medio por una
constriccion. En ocasiones el bulbo medio (metacorpus) puede ser fusiforme o redondeado,
rara vez esta ausente, con o sin valvulas. El itsmo puede presentarse delgado o ancho. Las
glandulas esofagicas son cortas, piriformes, y no estan sobrepuestas al intestino. La unién
es6fago-intestinal (cardias) contiene células grandes hialinas, del mismo didmetro que el

intestino (Fortuner y Maggenti, 1987).

Las hembras poseen la vulva localizada generalmente a menos del 85% de la longitud total
del cuerpo. Con un rama genital anterior y otra posterior el cual esta reducida a un saco post
uterino o ausente. El ovario puede ser recto o con flexiones, algunas veces tan largo que
alcanza a la region esofagica; los oocitos puede estar en una o dos hileras. El oviducto
presenta dos hileras de cinco células. La espermateca es larga, con 16 células, es tubular,
siempre se encuentra en alineacion al tracto genital, en el caso de Pseudhalenchus es mas
corto. Contiene un utero columelado variable, con cuatro hileras de cuatro o mas células o
con muchas células pequefias arregladas de forma irregular. La vagina es oblicua o
perpendicular al eje del cuerpo; sin epitigma wvulva, (se encuentra presente en

Pterotylenchus) (Fortuner y Maggenti, 1987).

Los machos son similares a las hembras, sin dimorfismo sexual secundario excepto en las
especies con hembras adultas obesas, mientras que los machos siempre permanecen
vermiformes. Las células espermaticas contienen una gran cantidad de citoplasma. Las alas
caudales son pequefias del tipo leptoderan que termina a menos de 1/3 de longitud de la
cola, o mas largas, envolviendo hasta 2/3 de la longitud de la cola, o envuelta

completamente (Fortuner y Maggenti, 1987).




1.1.5 GENEROS DE LA FAMILIA ANGUINIDAE DE IMPORTANCIA
ECONOMICA

Los nematodos de la familia Anguinidae son parésitos especializados de vegetales, en las
cuales inducen agallas en varios de los érganos (semillas, tallos y hojas). Los géneros
Anguina, Subanguina y Orrina son considerados nematodos formadores de agallas de las
partes aéreas mientras que en el género Ditylenchus solo se cuenta con algunas especies que

se consideran como agalladores foliares (Riley y Barbetti, 2008).

1.1.5.1 GENERO Anguina Scopoli, 1777
1.1.5.1.1 DIAGNOSTICO

Los nematodos del género Anguina presentan marcado dimorfismo sexual. La morfologia
general de estos nematodos es muy similar al género Ditylenchus. Hembras robustas y
grandes, con un didmetro de 1.5 mm y 5.0 mm de longitud del cuerpo. Cuando las hembras
mueren por relajacion ocasionada por calor, éstas toman la forma de espiral enrollada. Los
machos son més pequefios ya que llegan a medir entre 1-2.5 mm y cuando estos mueren

toman una forma arqueada (Luc et al., 2005).

El género Anguina posee un procorpus generalmente separado del bulbo medio el cual
puede presentarse con o sin valvulas; el istmo generalmente esta separado de la region
glandular. Presenta glandulas esofagicas agrandadas, generalmente sobrepuestas al
intestino. Los oocitos estan presentes en hileras maltiples, presenta un ttero columelado.
Los machos presentan testiculos generalmente sin flexiones; el gobernaculo rara vez esta
ausente y las alas caudales son largas, pero no alcanza la punta de cola. Las hembras

adultas siempre son hinchadas u obesas (Fortuner y Maggenti, 1987).

1.1.5.1.2 BIOLOGIA DEL GENERO Anguina

Los machos y las hembras del género Anguina son predominantemente endoparasitos
migratorios, induciendo agallas y deformaciones en hojas, tallos y semillas. Las agallas
contienen adultos, asf como un gran nimero de huevos, y juveniles (J2, J3 y J4) que en este
estadio poseen habitos ectoparasitos. Algunas especies penetran ¢l parénquima de la hoja o

10



en el tejido floral, por lo general cuando estas estructuras son jovenes lo que origina el
desarrollo y formacién de las agallas (cambios morfolégicos pronunciados en los tejidos
vegetales) en los que los nematodos se convierten en adultos maduros. Los juveniles
pueden permanecer inactivos en las agallas secas por lo menos 30 afios. Por lo general,
emergen en la primavera, cuando las condiciones de agua y humedad son adecuadas y
sobreviven poco en el suelo y cuando lo hacen, el tiempo de duracién es de

aproximadamente un afio (Shurtleff y Averre, 2000).

La primera muda puede ocurrir en el huevo y en algunas especies, s6lo una generacion se
puede desarrollar dentro de una agalla durante una estacién de crecimiento de la planta.
Una sola hembra puede ovipositar hasta varios cientos de huevos, que eclosionan como
juveniles en el segundo estadio (J2). Otras especies pueden producir més de una generacion

en una temporada (Shurtleff y Averre, 2000).

La etapa infecciosa se da en los estadios juveniles (J2) y (J4), y esto dependerd del tipo de
especie y los tejidos de las plantas afectadas. Cuando las hojas del trigo son infectadas,
éstas presentan deformaciones y reduccion de tamaito. Una sola agalla puede contener un
méximo de 40 adultos de ambos sexos y hasta 30,000 huevos y juveniles. Las flores
infectadas desarrollan agallas oscuras pequefias, que se mezclan con las semillas durante la
cosecha o pueden caer al suelo. Algunas agallas en las hojas, tallos, y las inflorescencias
son caracteristicas por su tamafio, forma, color, y la ubicacién. Las plantas infectadas
pueden presentar retraso en ¢l crecimiento o enanismo, las hojas y brotes presentan
distorsiones en la primera etapa de su crecimiento; posteriormente, las semillas infectadas
presentan disminucion de tamarfio y forma irregular, de coloracion oscura, retraso en el
crecimiento y estan llenas de miles o cientos de nematodos juveniles. Las plantas

severamente infectadas pueden llegar a morir (Shurtleff y Averre, 2000).

Algunas especies de Anguina son reportadas como vectores de enfermedades bacterianas en
partes aéreas de las plantas. La pudricion caracterizada por el amarillamiento de la espiga
del trigo es resultado de una infeccion combinada de Clavibacter tritici y Anguina tritici
(Gupta y Swarup, 1972). Las especies Anguina funesta y A. agrostis que infectan y
producen agallas en las semillas de diferentes pastos forrajeros mismas que son colonizadas

por la bacteria Rathayibacter toxicus. Cuando el ganado consume pasto que contiene esta
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bacteria sufre una intoxicacion caracterizada por sintomas neuroldgicos que pueden llegar a

ser mortales (Riley y Mckay, 1990, Stynes y Bird, 1980).

1.1.5.1.3 ESPECIES DEL GENERO Anguina

Lasespecies que conforman el género Anguina se presentan a continuacion: Anguina

agropyri, A. agropyronifloris, A. agrostis, A. amsinckia, A. _amsinckiae, A. australis, A.

balsamophila, A. bradys, A, caricis, A. coffeae. A. ferulae, A. funesta, A. graminis, A.

graminophila, A. lolii, A. _mahogani, A. microlaenae, A. mucronata, A. musicola, A.

pacificae, A. phalaridis, A. pharangi, A. polygoni, A. poophila, A. pratensis, A. similis, A.

spermophaga, A. tridomina, A. tritici, A. wevelliy 4. woodi(CABI, 2013).

1.1.5.1.4 HOSPEDANTES DEL GENERO 4nguina

Dentro del género Anguina, la mitad de las especies son parasitos de las plantas
monocotiledéneas, mayormente gramineas. Las restantes especies parasitan dicotiledoneas
en su gran mayoria de la familia Asteraceae, y solo en ocasiones atacan a especies de otras
familias. Anguina agrostis y A. graminis se reproducen en una infinidad de especies de
gramineas, principalmente de climas frios y templados. Los hospederos principales de
Anguina tritici son el trigo (Triticum aestivum, T. dicoccum. T. monococcum) y el centeno
(Secale cereale L.) mientras que la avena (4vena sativa L.) y la cebada (Hordeum vulgare

L.) pocas veces son atacados por esta especie (Lehman, 1981).

Algunos hospedantes de otras especies del género Anguina son: Elymus repens, Agrostis
capilaris, Agrostis sp., Ehrharta longiflora, Lolium rigidum, Festuca rubra, Microlaena
stipoides, Phleum phleoides, Calliergon sp., Calliergonella cuspidata, Koeleria gracilis,
Trisetum flavenscens, Holcus lanatus, Arctagrostis latifolia, Agrostis flaccida, Poa
malacantha, Poa annua, Poa malacantha, Poa sibirica, Calamagrostis  purpurea,
Hierochloe alpina, Festuca nigrescens, Polygon monspeliensis, Agristis avenacea, Astrebla
pectinata, Stipa scabra, Carex acuta, Ferula jaeschkeama, Centaurea leuphylla, Ehrhata

longiflora (McClure et al., 2008; Swart et al., 2004; Subbotin et al., 2004).
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1.1.5.2 GENERO Ditylenchus Filipjev, 1936

Debido a la gran variabilidad morfoldgica y morfométrica, se han descrito un gran nimero
de especies y razas en este género, por consiguiente este grupo de nematodos fitoparasitos

es uno de los mds dificiles de identificar (Douda et al., 2013).

1.1.5.2.1 DIAGNOSTICO

La longitud del cuerpo de las especies del género Ditylenchus son generalmente menores de
1.5 mm de largo, no se curvan fuertemente cuando estan relajados (Douda ef al., 2013). El
bulbo medio puede ser con o sin valvulas; el istmo no se encuentra separado del bulbo por
una constriccion; el bulbo glandular se encuentra corto y en ocasiones largo, cuando es
largo se puede sobreponerse al intestino por una distancia larga o corta. El ovario se puede
encontrar corto o largo, en ocasiones alcanza la region esofagica y puede estar reflejado; los
oocitos se pueden encontrar en una o dos hileras, el utero se encuentra columelado con
cuatro hileras de cuatro células; en saco posuterino puede estar presente o ausente. El
testiculo generalmente se encuentra sin flexiones, bursa leptoderan y que puede ser corta o
larga pero nunca alcanza el extremo posterior. Las hembras son vermiformes o ligeramente
hinchadas. Los nematodos de este género pueden ser micofagos o parésitos de plantas

superiores (Fortuner y Maggenti, 1987).

1.1.5.2.2 BIOLOGIA DEL GENERO Ditylenchus

Las especies del género Ditylenchus son ectoparasitos y endoparasitos migratorios de las
plantas, atacan al tejido parenquimatoso de brotes, bulbos, tubérculos, hojas, flores,

semillas y rara vez a las raices (Douda et al., 2013).

El nematodo foliar o de los bulbos D.dipsaci es una plaga que ataca a més de 500 especies
de plantas. Este nematodo invade todas las partes aéreas de sus hospedantes y se puede
encontrar presente y sobrevivir en las semillas de la cosecha anterior. Una vez que afecta la
planta, se produce un retraso en el crecimiento, hinchamiento y a menudo se arquean los

tallos y otras partes aéreas. Los sintomas incluyen deformacién de hojas o zonas similares a
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ampollas superficiales. L.as hojas crecen en forma desordenada y con frecuencia cuelgan
como si estuvieran marchitdndose, presentandose una clorosis y en consecuencia plantas

infectadas pueden llegar a morir (Kerkoud ef al., 2007).

En el cultivo del ajo (Allium sativum L.), D. dipsaci causa amarillamiento de las hojas y
provoca dafios a la placa basal del bulbo causando la muerte, en este caso no provoca
deformacion ni hinchazén. En fresa (Fragaria ananassa L.), D. dipsaci produce sintomas
muy similares a los causados por los nematodos foliares (Aphelenchoides spp.), por lo que
los nematodos deben ser extraidos y ser identificados a partir del tejido infectado para
confirmar su diagnostico. En algunas variedades de alfalfa (Medicago sativa L.) afectadas
por este nematodo puede aumentar la gravedad de la marchitez bacteriana, causada por

Clavibacter michiganensis (Shurtleff y Averre, 2000).

El nematodo Ditylenchus angustus es una especie ectoparasito en los tejidos jovenes y
tiernos del arroz (Oryza sativa L.). Durante el periodo himedo, pocos dias después de la
plantacién emigra del suelo a la planta, subiendo a lo largo del tallo de las plantas jovenes e
invadiendo los brotes terminales en la zona de crecimiento. Al poco tiempo puede
encontrarse en los tallos jovenes por encima del primer nudo, més tarde en la vaina de las
hojas, en el tallo y finalmente en los pedunculos, las paniculas y alrededor de las semillas
jovenes (Kerkound et al, 2007) donde se enrolla y se inactiva formando masas
algodonosas. En condiciones de sequia se encuentra en estado de anhidrobiosis entre los
restos de cosechas anteriores, pudiendo sobrevivir durante al menos 15 meses. Los
nematodos rapidamente se activan cuando se inundan los campos de arroz en la temporada
siguiente. La temperatura éptima para que produzca la infeccion es entre 20-30 °C, y alta
humedad relativa, mientras que si el arroz crece en la estacion seca con temperaturas mas
bajas la migracién y reproduccion del parasito se atenia o se detiene (Seshadri y Dasgupta,
1975).

Los primeros sintomas del ataque de D. angustus son clorosis y rompimiento en tiras de las
hojas superiores que posteriormente adquieren un color blanquecino y un amarillamiento de
la nervadura central. Las hojas afectadas presentan malformaciones, enrollamiento y

frecuentemente tienen el margen ondulado. Cuando los ataques son severos, la panicula
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puede permanecer encerrada entras las hojas. Las paniculas afectadas tienen el pedinculo

decolorado y solo se producen granos normales en las zonas apicales (Escuer, 1998).

En lo que respecta a la especie Ditylenchus destructor, éste es un endoparasito migratorio,
que infesta mayoritariamente las partes subterraneas de las plantas como tubérculos,
estolones, rizomas y bulbos, pero también puede invadir las partes aéreas y causar
enanismo, arrollamiento y decoloracién de las hojas. Si la infestacion es severa y se
extiende puede llegar a morir la planta, aunque muy a menudo los sintomas de infestacion
solo se ven en las partes subterraneas de la planta. En las raices y rizomas causa lesiones
necroticas de color castaiio oscuro. En el tulipan (Tulipa gesneriana L.) la infestacion se
inicia en la base del bulbo y se extiende hasta las partes aéreas produciendo lesiones
amarillentas o pardas. Si bien D. destructor es similar a D. dipsaci en el rango de
hospedantes, esta especie no tiene un estado de resistencia como sucede con D. dipsaci. En
ausencia de plantas superiores D. destructor se desarrolla y sobrevive alimentandose de

estructuras fungosas (Escuer, 1998).

1.1.5.2.3 ESPECIES DEL GENERO Ditylenchus

Las especies del género Ditylenchus son:

Ditvlenchus acuminatus, D. acutatus, D.acutus, D. africanus, D._alli, D. alliphilus, D.

allocotus, D. _amsinckiae, D. _anchilisposoma, D. angustus, D. apus, D. australiae, D.

brevicauda, D._brevicauda, D. citri, D. clavicaudatus, D. dauniae, D. destructor, D.

dipsaci, D. domesticus, D. equalis, D._exilis, D. falcariae, D. filenchulus, D. filicauda,

filimus, D. flagellicauda, D. flagellicauda, D. fragarige, D. geraerti D. gigas

hexaglyphus, D. intermedius, D. kheirii, D. _kischkeae, D. leptosoma, D. longicauda,

longimatricalis, D. major, D. maleki, D. medicaginis, D. microdens, D. myceliophagus,

myceliophagus, D. obesus, D. phloxidis, D. _phyllobius, D. protensus, D. radicicola,

R RP

silvaticus, D. sonchophila, D. taylori, D. tenuis, D. terricola, D. terricolus, D. trifolii,

triformis, D. valveus, D. valveus, D. varaprasadi (CABI, 2013).
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1.1.5.2.4 HOSPEDANTES DEL GENERO Ditylenchus

El generd Ditylenchus destaca por afectar a mas de 500 especies de plantas diferentes,
incluyendo malezas. Los principales hospederos son haba (Vicia faba L.), ajo (Allium
sativum L)), alfalfa (Medicago sativa L.), maiz (Zea mays L.), narciso (Narcissus
bulbocodium), avena (Avena sativa L.), cebolla (4llium cepa L.), puerro (Allium porrum),
fresa (Fragaria ananassa L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.), frijol (Phaseolus vulgaris
L.), chicharo (Pisum sativum L.), centeno (Secale cereale), papa (Solanum tuberosum L.),

por mencionar solo algunos (Sturhad y Brzeski, 1991).

Existen especies de Ditylenchus que tienen una gama de hospederos mas limitado. En el
caso de D. africanus afecta al cultivo de cacahuate (Arachis hypogaea L.). La especie de D.
destructor ataca principalmente a la papa (Solanum twberosum), pero tambiénpuede
encontrarse en zanahoria (Daucus carota), trebol (Trifolium spp.), ajo (Allium sativum L.).
La especie de D. angustus tiene un distribucion restringida donde solo llegar a parasitar a

especies cultivadas y silvestres de arroz (Moens y Perry, 2009).

1.1.5.3 GENERO Subanguina Paramonov, 1967

El género Subanguina o Mesoanguina presenta adultos de la primera generacién en forma
curvada al relajarlo en calor, las siguientes generaciones son de menor tamafio. La mayoria
de las especies producen agallas aéreas con cavidad interna bien desarrolladas de plantas
dicotiledoneas, principalmente en especies de la familia Asteraceae, Boraginaceae y

Plantaginaceae (Nickle, 1991).

1.1.5.3.1 DIAGNOSTICO

Los nematodos del género Subanguina son de gran tamaiio (1-2 mm), las hembras maduras
son vermiformes y robustas que generalmente adoptan una forma curveada, el bulbo medio
valvulado y el itsmo puede estar separado de la regién glandular por una constriccion. Las
glandulas esofagicas pueden o no estar sobrepuestas al inicio del intestino; los oocitos se

encuentran en una o dos hileras. El utero se encuentra columnado con cuatro largas hileras
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de células (entre 8 y 12 células por fila). El testiculo generalmente se encuentra sin
flexiones. La bursa es de tamaiio medio o largo, pero sin llegar a la punta de la cola

(Fortuner y Maggenti, 1987).

1.1.5.3.2 BIOLOGIA DEL GENERO Subanguina

El nematodo Subanguina radicicola es un parasito de la cebada y pastos como Poa annua,
P. pratensis 'y Agrostis stolonifera L. cv. Providence, agente ocasional de agallas
radiculares dentro de 2 ¢m superiores del area radicular de estos pastos (Mitkowski, 2003;
Mitkowski, 2007). El ciclo de vida de S radicicola a 25 ° C y periodos de 16 hrs luz, la
oviposicion ocurre dentro de los primeros 13 dias y eclosionan después de 22 dias. Una
generacion se completa a los 30 dias. El hecho de que los J3 salen de las agallas y en el
estadio J4 es la primera etapa presente en las agallas de reciente formacion, hace especular
que la induccion de la formacion de agallas se produce desde el exterior por procesos pre
infecciosos del J4 y que mas tarde infecta y se desarrolla dentro de la agalla (Magnusson y

Hustad, 2012).

La especie Subanguina picridis es considerado como el nematodo agallador foliar de
Acroptilon repens L. El ciclo de vida de S. picridis ha sido descrito por Ivanova (1966) y
Watson (1986). El segundo estadio (J2) infectivo penetra en los tejidos meristematicos del
apice y en las axilas de las hojas de los brotes jovenes, durante los meses de marzo-abril.
Las agallas pueden presentarse en hojas, tallos y la corona de la raiz de las plantas
infectadas por un periodo de 30 dias aproximadamente. El juvenil (J3) se alimenta, madura,
y se reproducen dentro de las agallas, produciendo dos generaciones durante la temporada
de crecimiento. A medida de que las plantas huéspedes comienzan a envejecer, los
juveniles detienen el desarrollo y entran en un estado de anhidrobiosis permaneciendo

viables durante muchos afios dentro de agallas secas.
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1.1.5.3.3 ESPECIES DEL GENERO Subanguina

lLa especies del género Subanguina son: Subanguina balsamophila, S._calamagrostis, S.
caricis, S. _centaureae, S. chartolepidis, S. chilensis, S. chrysopogoni, S. cousiniae, S

ferulae, S. graminophila, S. _kopetdaghica, S._millefolii, S. _mobilis, S. _montana, S.

moxae, S. _ pharangii, S.  picridis, S.__plantaginis, S.  polygoni, S. ___radicicola, S.

spermophaga, S. tridomina, S. varsobica (CABI, 2013).

1.1.5.3.4 HOSPEDANTES DEL GENERO Subanguina

Se ha registrado que el género Subanguina ataca a gramineas y asteraceas principalmente.
Destacan los hospederos Agrostis stolonifera L. cv. Providence, Poa annua y Poa pratensis
(Mitkoski y Jackson, 2006; Mitkowski, 2007), Achillea millefolium L., Acroptilon repens
L., Artemisia asidtica, Arctotheca caléndula, Guizotia abyssinica, Balsamorhiza

macrophylla, Amsinckia intermedia (Nickle, 1991).

1.1.5.4 GENERO Orrina Brzeski, 1981

El nematodo Orrina phyllobia es considerado como un parasito obligado y forma agallas
sobre las hojas, utilizado como un potencial método de control bioldgico del trompillo

Solanum elaeagnifolium (Nickle, 1991).

1.1.5.4.1 DIAGNOSTICO DEL GENERO Orrina

Estos nematodos poseen el cuerpo delgado los cuales mide 1 mm de largo
aproximadamente, la region ventral se adopta una forma arqueada cuando esta relajado.
Presentan un campo lateral estrecho con cuatro incisuras. Regidn labial plana, en forma de
tapon. El corpus tiene forma cilindroide y ausencia de bulbo medio. La glandula esofagica
se sobrepone al intestino. Con ovario extendido, oocitos en una o dos filas, y bursa
subterminal. El cuarto estadio juvenil es la etapa infecciosa de este nematodo (Siddigi,

2000).
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1.1.5.4.2 BIOLOGIA DEL GENERO Orrina

Las lesiones ocasionadas por el nematodo Orrina suelen ser evidentes después de 10 a 14
dias. Las agallas s¢ producen en las superficies de las hojas donde ocurre el aumento de
tamaiio, y a menudo se enrosca toda la superficie. Miles de nematodo se pueden encontrar
en una sola agalla. Las plantas muy infectadas son severamente dafiadas o incluso pueden

llegar a morir (Krall, 1991).

1.1.5.4.3 ESPECIES DEL GENERO Orrina

La unica especie que comprende este género es Orrina phyllobia (=Ditylenchus phyllobius)

(Krall, 1991).

1.1.5.4.4 HOSPEDANTES DEL GENERO Orrina

El nematodo Orrina phyllobia es especifico de la maleza conocida cominmente como

trompillo Solanum elaeagnifolium (Krall, 1991).

1.1.6 TAXONOMIA MODERNA

El método mas ampliamente usado para describir especies es a través de la comparacion y
descripcion de caracteres morfologicos cualitativos que es lo que se conoce como concepto
morfologico de especie. Cada especie es representada por un binomio linneano que hace
referencia a un espécimen o un conjunto de ellos (holotipo o sintipos). Las descripciones
originales actiian como la fuente cientifica de cada hipétesis, ya que incluyen la descripcion
morfolégica original (evidencias), la designacion de tipos y la denominacion de la especie.
Estas hipétesis son testables y modificables mediante el estudio y comparacién de los tipos
y el estudio de la variabilidad de los caracteres en ejemplares (Wheeler, 2004) sin embargo
existen un gran nimero de conceptos de especie que toman en cuenta aspectos de

reproduccién, adaptacion, genealogia, etc.

19



1.1.7 TAXONOMIA INTEGRATIVA

En la mayoria de los estudios taxonémicos tradicionales no se articula el concepto de
especie ni se especifican los criterios operacionales que serviran para la delimitacion de
esas especies. Si bien existen un gran nimero de conceptos, el concepto filogenético de
especie segiin Wheeler y Platnick (2000) donde establece que una especie es definida como
“la mds pequena agregacion poblacional (sexual) o linaje (asexual) que es diagnosticable
por una combinacién iinica de caracteres” es la que mas se acerca a la realidad en la tarea
del descubrimiento de nuevas especies y su diagndstico. Para abordar este concepto, es
recomendable utilizar la estrategia de la taxonomia integrativa propuesta por DeSalle et al.,
2005 que implica el uso multidisciplinario para comprobar una hipétesis en la delimitacion

y/o diagndstico de especies.

Una taxonomia con un enfoque integrativo puede combinar de manera efectiva las
fortalezas de la taxonomia tradicional basandose en la morfologia y los enfoques basados
en caracteristicas moleculares (DNA), asi como otros pardmetros como geografia,
fisiologia, etc., lo que permitira resolver los problemas de delimitacion de las especies

(Riedel et al., 2013).

En los Gltimos afios, se han propuesto los marcadores moleculares como codigos de barras
para la secuenciacion de organismos metazoarios, varios autores subrayan la importancia de
un enfoque de cddigo de barras de DNA sobre la base de miltiples marcadores. Los genes
mitocondriales y ribosomales se utilizan a menudo ya que son faciles de amplificar, tiene
una buena sinapomorfias y una gran cantidad de secuencias disponiblesen base de datos

(Ferri et al., 2009).

Existe un amplio nimero de estudios de taxonomia con un enfoque integral para delimitar y
diagnosticar especies del Phylum Nematoda (Handoo et a/., 2014; Vovlas et al., 2013). Un
estudio realizado a través de un analisis filogenético para determinar las relaciones
evolutivas de especies pertenecientes al orden Tylenchida evaluadas mediante el uso de
caracteres morfologicos y datos de la secuenciacion de los fragmentos de expansion D2 y
D3 de los genes del RNA ribosomal 28S permitié resolver la incongruencia entre la

clasificacidn basada en la morfometria y la filogenia molecular (Subbotin ef al., 2006).
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1.1.8 VARIABILIDAD GENETICA Y FILOGENIA DE LA FAMILIA
ANGUINIDAE

La identificacion de anguinidos de importancia agronémica y de cuarentena, se ha realizado
a través de identificacion molecular en la region del ITS1 del rDNA. El empleo de esta
region en un estudio de filogenia sugiere que existe una considerable diversificaciéon
genética en este grupo de nematodos, acompaiiado a la especializaciéon en diferentes

especies de hospederos (Powers ef al., 2001).

Los estudios de las relaciones filogenéticas en nematodos de la familia Anguinidachan
tomado importancia en los ultimos afios debido a que explican las relaciones genéticas
entre especies a través de un andlisis en conjunto de caracteristicas morfologicas
ygenotipicas. Un estudio revelé que secuencias de los segmentos de expansién D2 y D3 del
gen 28S rDNA de nematodos endopardsitos Ditylenchus dipsaci y D. destructor,
comparados con otros anguinidos agalladores de semillas y follaje, confirmaron que existe
una estrecha relacion genética de D. dipsaci con el grupo de nematodos agalladores de la
subfamilia Anguininae (Anguina, Heteroanguina, Mesoanguina y Subanguina) al mismo
tiempo se determiné que D. dipsaci y D. destructor muestran una gran distancia genética
entre estas dos especies de importancia econémica a pesar de estar morfolégicamente

relacionadas (Douda et al., 2013).

Otros ejemplos relacionados a la delimitacion de nuevas especies a través de un sistema
integrativo es el caso de Ditylenchus gallaeformans que es un nematodo agallador de
follaje de malezas (Familia Melastomataceae). La delimitacion se llevé a cabo mediante el
analisis morfométricos utilizando microscopia de luz y electrénica de barrido, asi como el
andlisis molecular. Este ultimo consistié en la amplificacion del gen 18S rRNA, y la region
ITS1-5.8-1TS2 del rIDNA. El anélisis filogenético de D. gallaeformans como nueva especie
revel6 una estrecha relacién genética con la especie Ditylenchus drepanocercus (Oliveira ef
al., 2012). Por otro lado, estudios morfométricos y moleculares de la especie Anguina
woodi, un nematodo agallador de semillas de Ehrharta villosa mediante la amplificacion
del gen 18S (parcial), ITSI, gen 5.8, ITS2 y el gen 28S (parcial) demostré que 4. woodi es
una nueva especie y que tiene una relacion muy estrecha morfoldgica, morfométrica y

molecular con 4. australis (Swart et al., 2004).
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1.2 MARCO DE REFERENCIA

1.2.1 IMPORTANCIA AGRICOLA Y PECUARIA DE LA FAMILIA
ANGUINIDAE

Las especies de la familia Anguinidae son consideradas de importancia dentro de los
agroecosistemas, esto por su papel en la reduccion de pérdidas en los rendimientos de los
cultivos, en la transmision de enfermedades las cuales pueden tener un impacto directo en
la actividad pecuaria y por su relevancia en el control bioldgico de malezas. El impacto
directo de Anguina funesta ademéas de afectar los pastos, es la muerte del ganado como
producto del consumo de semillas infectadas con el nematodo y las pérdidas de produccion
causadas por corynetoxin un compuesto toxico producido por la bacteria Rathayibacter
toxicus estrechamente asociada a A. funesta. En Australia se estima que cada afio mueren
30,000 ovejas y varios cientos de cabeza de ganado bovino. El peor registro fue
documentado en 1991, cuando 80,000 ovejas murieron (Roberts ef al., 1994). Ademas de
los efectos sobre el ganado, las pérdidas por A. funesta tiene otros impactos econémicos,
como los costos de las medidas de control y los costos de las pruebas realizadas para la
deteccion de Rathayibacter toxicus, para la exportacion de la produccion de heno en

Australia (Riley y Barbetti, 2008).

El nematodo agallador del trigo Anguina tritici es uno de los nematodos fitoparasitos de
gran importancia transmitidos por semilla botanica de la familiaAnguinidae. Las espigas de
trigo totalmente infestadas con este nematodo pueden presentar 100% de pérdidas en la
formacién del grano. Algunas perdidas parciales ocasionadas por A. tritici varian de 53.4%
y 51% en la reduccion de peso de los granos (Paruthi ef a/l., 1987). En plantulas se
presentan pérdidas de hasta el 90%, ademas de que con un 8.5% de semillas agalladas en
semilla para siembra y diseminadas en los campos de cultivo de trigo, resultan en 70% de
pérdidas (Reddy, 1983). El nematodo 4. tritici puede causar pérdidas en cultivos de la
cebada en paises del tercer mundo en donde hay malas practicas agricolas, monocultivo y

uso de semillas para siembra de mala calidad (Anwar ef al., 2001).

Por otro lado, el nematodo Anguina pacificae se ha convertido en un factor muy importante
que afecta la calidad, produccién y mantenimiento de césped de campos de golf. Esta

especie es la plaga mas devastadora de pasto Poa anuua en los campos de golf en el norte

22



de California de los Estados Unidos en donde asociaciones profesionales de golf han
gastado miles de ddlares en los intentos infructuosos del control de esta especie de plaga

(McClure y Schmitt 2012).

En el oeste y sur de Australia, el nematodo Anguina agrostis causa agallas en ryegrass
anual o pasto ballico (Lolium rigidum) y es vector de la bacteria Clavibacter
(Corynebacterium) rathayi. Cuando las plantas infectadas son consumidas por el ganado,
existe una intoxicacion en los animales, causando una enfermedad conocida como toxicidad
anual del pasto ryegrass. La bacteria infesta las agallas produciendo toxinas localizadas
principalmente en las paredes de la agallas. Si el ganado consume cerca de 1000 agallas,
puede llegar a ocasionar la muerte. La industria carnica en Australia estuvo preocupada por
el gran nimero de muertes de cabezas de ganado al alimentarse de pasto infestado por lo
que el gobierno Australiano autorizé grandes sumas de dinero destinadas a la investigacion
de este problema (Stynes y Bird, 1980).

El género Ditylenchus comprende muchas especies, de las cuales cinco se conocen
actualmente como importantes plagas en los cultivos, Ditylenchus dipsaci, D. destructor,
D. angustus, D. africanus y D. gigas. El nematodo foliar o de los bulbos D. dipsaci es un
endoparasito migratorio que afecta mas de 500 especies de angiospermas, incluyendo
muchas malezas (EPPO, 2008). Sin medidas de control, este nematodo puede causar
grandes pérdidas en cultivos de ajo, cebolla, papa, cereales, legumbres, fresas y plantas
ornamentales, especialmente los bulbos de flores (Castillo et al., 2007).

El nematodo de la pudricion de la papa D. destructor, es una plaga muy extendida y
econdmicamente importante en el cultivo de papa considerado su principal hospedero pero
puede ocasionalmente afectar ajo, alfalfa, zanahoria y algunos bulbos de ornamentales
(EPPO, 2008). A diferencia con D. dipsaci que es una especie estrechamente relacionada,
D. destructor no es capaz de resistir la desecacion excesiva, y por esta razon es una plaga
importante en suelos frescos y himedos (Marek et al., 2010).

El nematodo agallador de solaniceas Orrina phyllobia es de interés econémico debido a su
potencial uso como agente de control biologico de la solanicea Solanum elaeagnifolium el
cual es una especie de maleza perenne de particular importancia en la produccion de

algodén (Sturhan y Brzeski, 1991).
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1.2.3 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA FAMILIA ANGUINIDAE

El nematodo agallador A. tritici se encuentra presente en varios paises a nivel mundial entre
los que destacan: Egipto, Etiopia, Brasil, Estados Unidos (Georgia, Maryland, Carolina del
Norte, Carolina del Sur, Virginia y Este de Virginia), Afganistan, China (Anhui, Guizhou,
Hebei, Jiagsu, Shandong, Zhejiang), India (Bihar, Dehi, Haryana, Jammu, Madhya, Punjab,
Rajasthan y Uttar Pradesh), lran, Irak, Israel, Corea, Paquistin, Arabia Saudita, Siria,
Taiwan, Austria, Azerbaiyan, Bulgaria, Croacia, Chipre, Francia, Alemania, Grecia,
Hungria, Irlanda, Italia, Lituania, Holanda, Polonia, Rumania, Rusia, Serbia, Espafia, Suiza,
Suecia, Turquia, Ucrania, Inglaterra, Australia, Nueva Zelanda (EPPO, 2010).

El nematodo de los pastos A. agrostis se encuentra distribuida en Alemania, Canada,
Estados Unidos, China, Kirguistan, Republica Checa, Estonia, Eslovaquia, Finlandia,
Georgia, Inglaterra, Irlanda, Holanda, Noruega, Polonia, Rusia, Ucrania (EPPQ, 2010). La
distribucion de 4. funesta solo se ha reportado en Australia (Riley y Barbetti, 2008).

La distribucion mundial de Subanguina radicicola comprende los paises de Alemania,
Arabia Saudita, Argentina, Bulgaria, Canada, China, Ecuador, Estados Unidos, Estonia,
Holanda, India, Inglaterra, Irlanda, Nueva Zelanda, Noruega, Polonia, Rumania, Rusia,
Serbia y Ucrania (CABI, 2013).

En lo que respecta al nematodo foliar y de los bulbos Ditylenchus dipsaci incluye los paises
de Albania, Alemania, Argelia, Argentina, Australia, Azerbaiyan, Bélgica, Bielorrusia,
Bolivia, Bosnia-Herzegovina, Brasil, Bulgaria, Canada, Chile, China, Chipre, Colombia,
Corea, Costa Rica, Croacia, Dinamarca, Ecuador, Eslovaquia, Eslovenia, Espafa, Estados
Unidos, Estonia, Finlandia, Francia, Georgia, Grecia, Haiti, Holanda, Hungria, Inglaterra,
Iran, Irak, Irlanda, Islandia, lsrael, halia, Japén, Jordania, Kazajistan, Kenia, Kirguistan,
Letonia, Lituania, Macedonia, Malta, Marruecos, México, Moldavia, Nueva Zelanda,
Noruega, Omén, Pakistan, Paraguay, Perd, Polonia, Portugal, Republica Dominicana,
Rumania, Rusia, Serbia, Siria, Sudafrica, Suecia, Suiza, Tinez, Turquia, Uruguay, Ucrania,
Uzbekistan, Uruguay, Venezuela, Yemen (CABI, 2013).

En relacién al nematodo de la pudricidn seca de la papa D. destructor, éste se encuentra

distribuido en paises como Albania, Alemania, Arabia Saudita, Australia, Azerbaiyan,
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Bélgica, Bielorrusia, Bulgaria, Canada, China, Corea, Ecuador, Eslovaquia, Estados
Unidos, Estonia, Finlandia, Francia, Grecia, Holanda, Hungria, Inglaterra, Iran, Japon,
Kazajistan, Kirguistan, Lituania, Luxemburgo, Moldavia, México, Nueva Zelanda,
Noruega, Pakistan, Pert, Polonia, Rumania, Rusia, Sudafrica, Suecia, Suiza, Tayikistan,
Turquia, Ucrania y Uzbekistan. Mientras que, la distribucion de D. angustus se encuentra
en Asia (Birmania, Filipinas, India, Indonesia, Malasia, Tailandia y Vietnam) y en Africa
en el pais de Madagascar. El nematodo foliar del cacahuate D. africanus se localiza en
paises del continente africano como son Mozambique y Sudéfrica (CABI, 2013).

El nematodo gigante del tallo Ditylenchus gigas se encuentra en paises como Espaiia, Iran,
Italia y Libano (Vovlaser al., 2011). El nematodo agallador Orrina phyllobia se encuentra
distribuido en los estados de Texas y Arizona en los E.U. y en el sur de la India (Sturhan y

Brzeski, 1991).

1.2.4 REGULACION FITOSANITARIA DE LA FAMILIA ANGUINIDAE

Algunas especies de anguinidos estan reguladas por las diferentes agencias de sanidad
vegetal. En Europa estan regulados por la European and Mediterrancan Plant Protection
Organization (EPPO), entre las especies que se encuentran reguladas como de cuarentena
estan Anguina tritici, Anguina agrostis y Subanguina radicicola. Entre las especies que se
encuentran reglamentadas no cuarentenadas se encuentran Anguina pratensis, A. funesta,

Anguina sp. A. agropyi, Subanguina hyparnheniae y Subanguina chilensis (Singh, 2013).

En México la agencia que se encarga de regular los artropodos, enfermedades y malezas
exoticas es el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA) para lo cual, existen normas oficiales mexicanas (NOM’'s) que tienen la
finalidad de evitar la introduccién y propagacion en territorio mexicano (SENASICA,
2013).

La Norma Oficial Mexicana NOM-017-FITO-1995. Por lo que establece la cuarentena
exterior para prevenir la introduccién de plagas de trigo (Triticum aestivum) prohibe la
introduccion de trigo infectado con Anguina tritici ya que es una plaga cuarentenaria en

este cultivo (DOF, 1995). Existe también el proyecto de norma PROY-NOM-029-FITO-
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2002, que establece los requisitos y especificaciones fitosanitarios aplicables a semillas
para siembra, de importacion en las que incluye las especies de Anguina tritici y Anguina

agrostis (DOF, 2002).

Algunos otros géneros y especies de anguinidos como D. dipsaci y D. destructor se
encuentran regulados por la Organizacién Norteamericana de Proteccion de las Plantas
(NAPPO), en la Norma Regional de Medidas Fitosanitarias NRMF No. 3 Movilizacion de
papa hacia un pais miembro de la NAPPQO. A nivel de México, este nematodo esta regulado
en todas las variantes de papa S. tuberosum en las NOM-012-FITO-1996, la NOM-025-
FITO-2000 y la NOM-041-FITO-2002 (SENASICA, 2013). Existen también las
especificaciones del Médulo de Requisitos Fitosanitarios de importacion establecidos por

SENASICA (http:/sistemas.senasica.gob.mx/merfl/).

1.2.5 LA FAMILIA ANGUINIDAE EN MEXICO

Como se menciond en un inicio, son muy pocas las referencias en relacion a la presencia de
especies de anguinidos en nuestro pais. Destaca el brote del nematodo agallador del trigo A.
tritici a principios de la década de los 80°s en Baja California afectando Triticum aestivum
var. Nacozari, (Nieto y Delgado, 1984). Por otro lado, en los estados de Guanajuato,
Aguascalientes, Zacatecas y Durango se ha reportado a Ditylenchus dipsaci afectando ajo y

cebolla (Velasquez et al., 2007).

En el afio 2006, en el Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF-SENASICA), se
realizé la identificacion de dos poblaciones de anguinidos mediante morfotaxonomia de
machos, hembras y juveniles (J2), y un analisis molecular mediante la Reaccién de la
Cadena de Polimerasa (PCR). Los nematodos que se identificaron fueron Anguina spp. que
ataca a las semillas de pasto Aristida divaricata en el municipio de Huamantla, Tlaxcala, y
la segunda especie identificada fue Anguina tritici que es un nematodo agallador del trigo.
Los resultados obtenidos mediante el analisis de la PCR mostro un fragmento amplificado
(ITS1) de 550 pares de bases (pb) para Anguina tritici y en el caso de Anguina sp. se

obtuvo 570 pb. Concluyeron que Anguina spp. en pasto no tenia correlacion morfologica y
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molecular con otras especies ya descritas, por lo que se podria tratar de una especie aun no

reportada (Romero,2006).

La Universidad Autéonoma Chapingo en conjunto con SENASICA cuenta con registros
sobre poblaciones de nematodos de la familia Anguinidae que estan causando dafios a
diferentes huéspedes, entre los que se encuentran; en pasto (Aristida divaricata) en el
municipio de Huamantla Tlaxcala;trompillo (Solanum elaeagnifolium), en el municipio de
San Luis la Paz, Guanajuato;trigo (Triticum aestivum L.) en el municipio de Mexicali, Baja
California; ageratum (Ageratumconyzoides.) en los municipios de en el municipio de,
Calpulalpan, Espafiita, Huamantla Ixtenco, Terrenate, estado de Tlaxcala; alfalfa
(Medicago sativa) en el municipio de Atoyac Jalisco. Considerando estas poblaciones,
seria importante determinar el estatus taxonomico de las poblaciones antes mencionadas y
de esta manera tener una vision mas clara de la situacion de la familia Anguinidae en

México.
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CAPITULO 2. CARACTERIZACION TAXONOMICA Y MOLECULAR DE
ESPECIES DE NEMATODOS AGALLADORES FOLIARES AFECTANDO
Ageratum conyzoides, Cosmos bipinnatus Y Bidens spp. EN LOS YALLES
ALTOS DE TLAXCALA, MEXICO

La subfamilia Anguininae incluye algunas especies de nematodos que son considerados
parasitos especializados de las plantas los cuales inducen agallas en tallos, hojas, flores,
semillas (Subbotin et al., 2004). Cominmente los anguinidos inducen agallas en las partes
aéreas, y solo Subanguina radicicola es la (inica especie que produce agallas en la raiz. De
la totalidad de 27 especies de nematodos agalladores reportadas por Krall, (1991), 15 de
ellas parasitan monocotiledoneas y el resto parasitan dicotiledoneas en su enorme mayoria
de la familia Asteraceae y ocasionalmente atacan plantas de otras familias. La familia
Asteraceae, constituye el grupo de plantas mas distribuido en todo el mundo que consta de
mas de 23,000 especies y 1,620 géneros (Bremer, 1994). Esta familia tiene importancia
econémica y ecolégica ya que incluye especies de oleaginosas de gran relevancia, plantas
ornamentales y especies horticolas, asi como algunas malas hierbas invasoras peligrosas en
todo el mundo. Las malezas AsteraceacAgeratum conyzoides, Bidens spp. y Cosmos
bipinnatus, se encuentran distribuidos en las zonas boscosas y areas de cultivos en valles
altos del estado de Tlaxcala y representan un problema serio en la produccién agricola.
Dentro de la biodiversidad de organismos que afectan estas malezas, se encuentran los
nematodos que producen deformaciones y agallas foliares. Si bien se tiene conocimiento de
la presencia de dichos organismos, no se ha descrito ningin nematodo de la familia
Anguinidae atacando a estas plantas en México por lo que en esta investigacion se plantca
la delimitacion de especies asociadas con esta sintomatologia. Se describe a Subanguina
tlaxcaltesis n. sp. como un nematodo agallador de las partes aéreas parasitando tallos y

hojas.
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2.1 MATERIALES Y METODOS

2.1.1 COLECTA DE MUESTRAS

Se realiz6 un muestreo dirigido en campo y zona boscosa a plantas de 4. conyzoides,
Cosmos bipinnatus y Bidens spp., con sintomas de agallas foliares (tabla 1), registrando las

coordenadas geograficas de cada uno de los puntos de muestreo.

Tabla 1. Muestras positivas para el estudio de Subanguina tlaxcaltensis.

Hospedante msnm Coordenadas Estado Municipio
Ageratum conyzoides 2971 Latitud: 19°31°29.87 N, y Longitud; 97°53°49.10"'W Tlaxcala Villa real
Ageratum conyzoides 3021 Latitud: 19°17°00.92"'N, y Longitud; 98°00'17.65"W Thaxcala Huamantla
Ageratum conyzoides 2900 Latitud: 19°29°29.13°N, y Longitud; 97°53°51.01 "W Thaxcala Terrenate
Cosmos bipinnatus 2780 Latitud: 19°36°25.04 "N, y Longitud; 98°03°03.10"" W Tlaxcala Tlaxco
Bidens spp 2780 Latitud: 19°36°25.04"'N, y Longitud; 98°03°03.10"'W Thaxcala Thaxco

2.1.2 EXTRACCION DE NEMATODOS

En una caja petri con agua destilada estéril, se colocaron las agallas encontradas en el
material biologico por un periodo de incubacién de 24 hrs a 24°C para permitir la
hidratacion de los mismos. Las agallas se disectaron con unas pinzas de diseccion y bisturi
con la finalidad de extraer los diferentes estadios de desarrollo tales como: huevecillos,

juveniles del segundo estadio (J2), machos y hembras (Coney et al., 2007).

2.1.3 MONTAIJE Y OBSERVACION DE LOS NEMATODOS EXTRAIDOS

Los huevecillos se extrajeron con la ayuda de una micropipeta y colocados directamente en
portaobjetos sobre medio agua-agar al 2% para su observacién y medicién en un
microscopio compuesto. Los juveniles del segundo estadio (J2), machos y hembras se
transfirieron en 20 pl de agua destilada estéril en un portaobjetos y relajados con calor en
un portaobjetos, posteriormente se montaron en agua-agar al 2% para su observacion,
mediciéon y toma de fotografias en el microscopio compuesto digital (Esser, 1986;
Southey, 1986).
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2.1.4 IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MORFOMETRICA

La identificacion taxonémica tradicional de los nematodos extraidos se realizé en base a
sus caracteristicas morfologicas y morfométricas apoyandose en el uso de claves
taxondémicas (Brzeski, 1981; Siddigi, 2000). La identificacion morfométrica se realizé a
través de mediciones los caracteres principales de diagnéstico, utilizando un universo
poblacional de n=20 para huevecillos, juveniles (J2), hembras y machos, cuyos valores
fueron utilizados para la determinaciéon de los indices de Man (tiles en la identificacién
morfoldgica de especies. Las mediciones se llevaron a cabo en micras (um), con un
micrémetro adaptado al microscopio compuesto Zeiss Primo, con los objetivos 10X, 40X y
100X. Se tomaron micrografias de los principales caracteres de diagnéstico de los géneros
y especies analizadas. Los esquemas de caracteres de diagnostico fueron realizados en un
microscopio Zeiss Primo de contraste de faces adaptindole una camara lucida Zciss

474620.

2.1.5 PREPARACION DE ESPECIMENES PARA  MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO

Para la visualizacién de caracteres morfologicos de los nematodos, por medio de
microscopia electrénica de barrido, los especimenes se colocaron en tubos de
microcentrifuga de 1.5 ml ¢n solucién formol-glicerol 8:2, por un periodo minimo de 24
hrs., para después efectuar 5 lavados con solucion Sorensen (cacodilato de sodio 0.1 M y
pH=7) cada 15 minutos, en cada lavado se decanté la solucién Sorensen y en un campana
de extraccion se colocaron 500 pl de tetradxido de osmio 1% por un periodo de 2 hrs, se

decantd y se volvid a efectuar 5 lavados con solucion Sorensen (Eisenback, 1985).

Posteriormente se absorbe la solucién y se realizan cambios seriales de etanol (30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 y 100%) durante 20 minutos. Se colocaron los especimenes en sobres de
papel filtro y se introdujeron a una camara de secado de punto critico Quorum-Emitech
K850. Una vez terminado el proceso de secado se colocan los especimenes en un porta

muestray se observaron en un microscopio de barrido marca Zeiss Sigma VP,
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2.1.6 DIAGNOSTICO MOLECULAR

2.1.6.1 EXTRACCION DE DNA A PARTIR DE ESPECIMENES
INDIVIDUALES FRESCOS

Después del analisis morfolégico y morfométrico de las poblaciones de anguinidos, los
nematodos analizados fueron recuperaron del medio de montaje. Se colocé el espécimen en
10 pl de buffer de extraccion (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 2.5 mM MgCl, 50 mM KCI,
0.45% Tween 20; 0.05% gelatina) sobre un cubreobjetos limpio. Se macerd el nematodo
con una punta de micropipeta bajo el microscopio estereoscopico y mezcld la solucion
buffer de extraccién-nematodo con la micropipeta. Se transfirié la solucién a un tubo de
microcentrifuga de 200 ul y se congelé a -40°C por 30 min. Pasado el tiempo de
congelacion, se incubé inmediatamente los tubos de micro centrifuga con las muestras a
65°C por 1 hora. Se dio vortex al menos una vez durante el periodo de incubacién y se
agreg6 0.1 ul Proteinasa K (60 pg/ml) cuando faltaron 10-15 min para terminar la
incubacion. Se incubé a 95°C por 15 min para inactivar la Proteinasa K, se enfrio a 4°C. Se
utilizaron 5 pl del extracto crudo de DNA para la reaccion de PCR (Williams ef al., 1992,
Thomas et al., 1997).

2.1.6.2 AMPLIFICACION POR PCR DE LA REGION ITS1-5.8S-ITS2 Y LOS
SEGMENTOS DE EXPANSION D2-D3 DEL rDNA

El extracto crudo de DNA fue utilizado como templado para la amplificacién de los
marcadores genéticos presentes en el IDNA. La reaccién de la PCR se realizé en tubos de

microcentrifuga de 200 pl en un volumen total de 50 pl.

Los oligonucledtidos que se utilizaron para la amplificacion la region ITS1-gen 5.8S -1TS2
fueron TW81 (5’-ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3") con sentido Forward (Howlett et.
al., 1992) y AB28 (5’-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3") con sentido Reverse (Joyce ef
al., 1994). Para la amplificacién de los segmentos de expansion D2-D3 del gen 28S se
utilizaron los primers D2A (5°-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3’) con sentido Forward
y D3B (5’-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3) con sentido Reverse (Douda et al., 2013).
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Cada reaccion consto de los siguientes reactivos: buffer de PCR 1X (Invitrogen), MgCl, 3
mM, Mix dNTP’s 200 uM, Primer | (TW81) 0.4 uM, Primer 2 (AB28) 0.4 pM, Taq
Polimerasa 2.5 U/uly 5.0 ul DNA. La reaccion de PCR se llevo a cabo en un termociclador
i-Cycler (BIO-RAD) bajo las condiciones de desnaturalizacién inicial a 95°C por 3
minutos, desnaturalizacién a 95°C por 45 seg., anillamiento a 57°C por 30 seg., exlension a

72°C por 1.30 min., por 34 ciclos y extension final a 72°C por S min (Skantar et al., 2007).

Para los segmentos de expansion D2-D3 del gen 288, los componentes de reaccion fueron:
buffer de PCR 1X (Invitrogen), MgCl, 3 mM, Mix dNTP’s 200 uM, Primer 1 (D2A) 0.4
pM, Primer 2 (D3B) 0.4 uM, Taq Polimerasa 2.5 U/ul y 5.0 pl DNA. Las condiciones de
termociclaje fueron: desnaturalizacién inicial a 95°C por 3 minutos, desnaturalizacién a
95°C por 45 seg., anillamiento a 55°C por 45 seg., extension a 72°C por 1 min., por 34
ciclos y extension final a 72°C por 5 min. (Marek ef al., 2010) modificado. Los productos
de PCR se corrieron a través de electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1.4%
tefildo con Redgel (Biotium) y se visualizd en un foto documentador Gel Doc EZ

(BIORAD).

2.1.7 SECUENCIACION, BIOINFORMATICA Y ANALISIS
FILOGENETICOS

Los productos amplificados por PCR fueron secuenciados por el método de Sanger en el
Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria-SAGARPA. Las secuencias sentido y
antisentido ("forward" y "reverse") se editaron con el programa CodonCode Aligner 4.2.7.
Durante la edicién de los electroferogramas revisaron los posibles errores en la lectura de
las bases nitrogenadas de la secuencia de ADN analizada. La edicién se realizé de manera
manual y consistié en la corroboracién visual de la correspondencia de picos de diferentes
colores (a cada base se le asigna un pico de color distinto) con la secuencia de bases que
aparece en la parte superior del cromatograma, y la correccion de la misma en los casos en
que esto fuese necesario. Al final de la edicion las secuencias de primers de cada marcador

fueron eliminadas.
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Una vez obtenidas las secuencias, se realizé una comparacion por Blasting con secuencias
homologas depositadas en el NCBI. Para la realizacion de las inferencias filogenéticas de
las secuencias de poblaciones mexicanas ya editadas, estas fueron sometidas a una
alineaciéon maltiple con secuencias del GenBank y con secuencias outgroup con la opcion
CLUSTAL W 2.3 (Thompson et al., 1997). La busqueda del mejor modelo de substitucion
para la inferencia bayesiana se realizé en Mr modeltest 2.3 (Nylander, 2004) y PAUP 4
(Swofford, 1998). Se utilizaron los criterios de MrBayes v3.2 (Huelsenbeck y Ronquist,
2001) bajo el modelo GTR+G, ejecutando cuatro cadenas para 1.0x10° generaciones. En las
cadenas de Marcov se tomaron muestras a intervalos de 100 generaciones. Se realizaron
dos corridas por cada andlisis. El primer 20% de los arboles muestreados fue eliminado de
todos los analisis y los arboles restantes fueron seleccionados para calcular el arbol
consenso por la regla de la mayoria del 50% y las probabilidades posteriores para cada

clade. Los arboles fueron graficados con FigTree v1.3.1 (Rambaut, 2009).

2.2. RESULTADOS Y DISCUSIONES

2.2.1 SINTOMAS DE INFECCION

Se detectaron en campo los sintomas de agallas en plantas de Ageratum conyzoides,
Cosmos bipinnatus y Bidens spp. mostrando deformaciones de distorsion en tejidos de
hojas, entrenudos y peciolos (Fig. 1). Este tipo de infecciones pueden llegar a confundirse

con sintomas inducidos por otros patdgenos y/o insectos.
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Figura 1. Sintomas causados por Subanguina tlaxcantensis n sp. en Ageratum conyzoides (A)
Deformacion y agallamiento en tallos y apices en toda la planta cuando en ataque es severo; (B)
Agallamiento en tallos en Cosmos bipinnatus provocando distorsion; (C) Distorsion y agallamiento
en tallos y apices en Bidens spp.

2.3 CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MORFOMETRICA EN
POBLACIONES DE Ageratum conyzoides, Cosmos bipinnatus Y Bidens spp.

Las mediciones delholotipo, 20 hembras, 20 machos y 20 juvenilesparatipos de la
poblaciones ¢n A conyzoides se reportanen la tabla2. ypara las poblaciones Cosmos
bipinnatus y Bidens sp. se muestran en la tabla 3.L.as ilustraciones corresponden a las

figuras 2-4.

2.3.1 HEMBRA

Cuerpo ligeramente curveado ventralmente a una forma de C (Fig. 2G) cuando esta relajado
en calor. Cuticula delgada, finamente anillada. Capsula cefélica baja y aplanada. longitud
2.43+0.11 pm (2.25 -2.5) y ancho 7.45+0.10 pm (7.25 -7.5) (Fig. 2D). Estilete pequenio
11.25 +1.28 pm (10-12.5) con nodulos redondeados longitud 1.4+0.04 um (1.38-1.49) y
ancho 1.96+0.008 um (1.96-1.98). Orificio de la glandula esofagica dorsal (DGO) 3.66
+0.21 pm (3.12-3.81) cerca de los nodulos. Esofago tylenchoide (Procorpus. metacorpus.

itsmo y postcorpus) bien desarrollado (Fig. 2B y Fig. 3B). procorpus separado del
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metacorpus por una ligera constriccién. Metacorpus ovoide largo 18.7+1.19 pm (16.25-20)
y ancho 12.61£0.36 pm (12-13.75) con valvula conspicua. Istmo largo y estrecho. El
postcorpus ligeramente sobrepuesto dorsalmente (Fig. 3D). El anillo nervioso se presenta
en medio del itsmo. Poro excretor posterior al metacorpus situado a nivel del postcorpus
156.52+11.82 pm (130-172.5). Campo lateral de 6 incisuras continuo no areolado a la
mitad del cuerpo (Fig 4F). Ovario monodelfico prodelfico con saco post-uterino corto
50.944.7 um (43.8-62.5), en ocasiones se presenta reflejado con uno o dos pliegues.
Oocitos en dos o tres lineas. Espermateca ovalada y lleno de espermatozoides en forma
redondas. Utero cuadricumelado que consiste en 12 a 16 células por hilera (Fig. 1F).
Huevo embrionario en ocasiones presente en el atero. Vulva pronunciada (Fig. 4C y Fig.

4D). Cola aguda (Fig. 2] y Fig. 3F).

2.3.2 MACHO

Cuerpo ligeramente curvado ventralmente, mas pequefio y estrecho que en las hembras.
Capsula cefalica baja, débilmente desarrollada longitud 2.45+0.10 um (2.25-2.5) y ancho
7.43+0.11 um (7.25 -7.5) (Fig. 2C). Estilete delicado 11.24 1.6 um (10-15) con nédulos
pequefios. Poro excretor en el nivel de bulbo medio. Es6fago bien desarrollado, con amplio
procorpus (Fig. 2A y Fig. 3C). El bulbo medio oval con estrias. Itsmo largo y estrecho.
Region glandular alargada, en forma de espétula ligera sobreposicion dorsal, poco visible el
nucleo glandular dorsal. Campo lateral de 6 incisuras. Testiculo extendido o reflejado con
uno o dos pliegues. Espicula curveada 36+5 (30-45) (Fig 2H, Fig. 4E). Gubernaculo
pequefio 15.8+2.2 um (12.5-20). La Bursa sub-terminal se extiende casi al término de la

cola 95.87+8.43 um (77.5-107.5). Colaaguda 10.55 pm (62.5-100) (Fig. 3E).

2.3.3 JUVENIL

Segundo estadio juvenil con cuerpo recto 528.54480 um (390-560). Capsula cefilica muy
parecida a los adultos. Estilete 9.9+0.005 pm (9.97-10). Esdéfago bien desarrollado. El
postcorpus ligeramente sobrepuesto dorsalmente al intestino. Cola cénica con punta

redondeada 47.7+7.06 um (37.5-62.5).
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Figura 2. Dibujos a través de camara lucida de paratipos de Subanguina tlaxcaltensis n. spp.; (A)
Parte anterior del Macho; (B) Parte anterior de Hembra; (C) Region labial del macho; (D) Region
labial de hembra; (E) Region labial de juvenil; (F) Crustaformaria; (G) Cuerpo de la hembra; (H)
Espicula y gubernaculo; (I) Cola y saco post uterino en hembra.
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Figura 3. Micfc;graf';as de Subanguina tlaxcaltensis n. spp.; (A) Region del esofago de juvnil; (B)
Region del eséfago en Hembra; (C) Region del esofago del macho; (D) Sobre posicion dorsal: (E)

Cola, espicula y bursa del macho; (F) Cola y saco post uterino en la hembra.
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Figura 4. Imagenes en SEM de Subanguina tlaxcaltensis n. spp. Hembra (A-D). Macho (E-F). A:
Vista lateral de la region cefalica; B: Region labial y abertura de las anfidias; C: Vista lateral de la
vulva; D: Vista ventral de la Vulva; E: Espicula y bursa; F: Campos laterales.
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Tabla 2. Datos morfométricos de Subanguina tlaxcaltensis n. spp. en Ageratum conyzoides. Todas
las medidas estan en pm. Media + DS (rango).

Ageratum conyzoides

cn Hembra Machos Juveniles
Caracteristicas
Holotipo Paratipos Paratipos Paratipos
n - 20 20 20
L 1407.5 1517 485.2 1471.1£140.2 528.5£80.9
- (1382-1720) (1275-1720) {390-650)
a 268 2805122 349135 31.2¢45.4
- (24.6-31.4) {26.8-39.6) (22.3-42.8)
b 7.9 8107 8.1540.47 3.740.4
- (6.59.1) (7.3-86) (3.1-49)
b' 7.4 88107 7.840.42 3.8+05
- (7.5-9.9) (7-8.3) 3.12-5.2)
c 15.21 163113 16.612.2 112418
- (143-19) (13.5-20.4) (6.24-15.7
c' 4.62 4.5%0.5 3.6 +t0.39 410.7
- (365.7) (2.83.9) (3-6.2)
v 80.81 81.7t12 - -
- (79.6-83.9) - -
Estilete 125 112413 114416 100
- (10-125) (10-15) (10-10)
Parte anterior al bulbo medio 67.5 67.212.7 63.215.80 53.9+4.7
- (62.5-72.5) (50-70) (45-61.25
M8 38.02 37.243.8 3512433 41-3£29
- (28-43.5) (30-5-40.6) (36.8-46.9)
Eséfago 177.5 182.31209 180.7 £15.5 130.549.8
- (155-250) (147.5-200) (112.5-147.5)
Parte anterior a la parte final de la glindula 190 190.8 $13.6 189.2415.2 140.4¢10
- (165-212.5) (157.5-207.5) (122.5147.5)
Sobreposicién 25 2651113 311106 6.7t4.6
- (1052.5) {10-50) (25-15)
Parte anterior al poro excretor 1425 156.5111.8 168.516.8 108+13.5
- (130-1725) (155-177.5) (85-125)
Anchura de cuerpo (BW) 52.5 544159 423138 17.1£2.1
- (47.5-70) {37.5-50) {13-75-20.2)
Parte anteriora la vulva 11375 1241.24819 - -
- {1125-1442.5) - -
PUS 525 50.914.7 - -
- (43.862.5) - -
PUS/BW 1 0.9410.1 - -
- 0.7-1.2) - -
Vulva-ano (VA} 177.5 182.6114.8 - -
- (155-212.5) - -
Longitud de la cola 925 93.016.1 89.4110.6 47.747
- (80-105) (62.5-100) (37.5-62.5)
Ancho del cuerpo a nivel del ano 20 208121 275128 1181115
- (17.5-25) (22.5-32.5) (10-12.5)
PUS/Vulva-ano 29 28.0543.55 - -
- (21.7-34.9) - -
Espicula - - 3625 -
- - (30-45) -
Gubemdculo - - 15.842.2 -
- (125-20) -
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Tabla 3. Morfometria de hembras y machos de Subanguina tlaxcaltensis n spp. detectados en
Ageratum conyzoides, Cosmos bipinnatus y Bidens sp. Todas las medidas estan en pm. Media + DS

(rango).
s Hembra Machos
Caracter — — —
Agerat, ides Cosmos bipi Bidens sp Ageratum Cosmos Sidens sp.
n 0 0 2 2 2 2
L 1517185.2 1240.14180.1 13001197.2 1471111402 105291786 1140£0.16
(1382-1720) (1082-1705) {1100-1700) {1275-1720) {932.5-1192.5) {938-144)
a 2805122 332453 30715 349135 333435 335831
(24.6:314) (25.8-455) {24.6447) (26.8-39.6) (28.3-38.8) (8.4388)
b 810.7 7141114 74111 8.15:0.47 54408 63413
{659.1) {5.93-10.10) {6.9-9 {7.3-86) {4.2-6.9) (4.484)
b 88107 6.7411.10 7141 7.810.42 741 6.04113
{7599) {5.59-9.61) {5.8-9.4) (7-8.3) (68) (4283
(4 163113 13.9812.03 147419 166122 128109 13.52¢1.5
(14.3-19) {10.1-17.05) (10.1-17.6) (135-20.4) (111-14.1) {111-16.5)
d 453105 56125 51119 36 1039 36404 34104
(3657 {425 (4125) (2839 (342) (2.9-4.2)
v BL7412 79331273 803124 - - -
(79.6-83.9) (76.39-85.92) {76.4-85.7) - - -
Eslilete 243 10.3840.60 10811 114116 102108 10.8911.6
{10-12.5) (10-11.25) {10125 (10-15) (10-125) (10-15)
Parte anterior al bulbo medio €.2127 624457 6515.6 63.245.80 615152 62325
(625725 (52.5-70) (525725) (50-70) (52.5-68) {525-65)
M8 37.2438 359136 361439 3512433 332444 34.1444.2
(28-43.5) (28.8-412) (28-415) (30-5-406) (24.2-40) (24.2-406)
Esofago 18231209 174.2:12.1 18141216 18074155 187.5422 184.46120.2
{155-250) (152.5-191.2) {151-250) {147.5-200) {155-227.5) (155-227.5)
‘ Parte anterior a la parte final dela glandula 19084136 18474124 189 13.4 189.2 $15.2 198 $21.8 193.39¢20.3
(165-212.5) (1637225 {163.8212.5) (157.5-207.5) (167.5-231.5) (167.5-237.5)
Sobreposicién 26.54113 17.1345.83 2311117 314106 24114 51114
{10525) (112527.5) (11-525) (10-50) {10-14) {10-42)
Parte anterior al poro excretor 156.5411.8 119541548 13481238 168.516.8 115.5¢14.1 13074277
(130-172.5) (105-157.5) {105-172) {155-177.5) {100-140) (100-175)
Anchura de cuerpo (8W) 4.445.9 37582 45.1410.5 423438 317126 34.4615.2
(47.5-70) (35-425) {3570 {37.5-50) {27.5-35) (26-45)
Parte anterior a la vulva 12412819 987.94183.7 10904190.1 - - -
(1125-1442.5) (842.5-1465) (875-1442) - -
PUS 509447 467439 483151
(43.8-62.5) (42.552.5) (425625
PUS/8W 094101 125401 11102
0.7-12) (L1314 (0.7-14) -
Vulva-ano (VA) 18261148 1625123 170221
(155-212.5) {125-205) {121-205) - - -
Longitud de la cola 93.016.1 89.753145 923411.8 89.4 £10.6 82173 85115
{80-105) (70-125) (64-132) {62.5-100) {75-9%) (75-95)
Ancho del cuerpo a nivel del ano 208121 171132 18.7543.2 75428 2342 2482435
(17.5-25) (10-225) {11-22) (22.5-325) {20-5) {20-30)
PUS/Vulva-ano 28.0543.55 20.2214.20 287438 - - -
{21.7-349) {219536) (22-36) - - -
Espicula - - - 3645 272134 28.7543.9
- - - (30-45) {22535) (22535
Gubemnaculo - - - 158122 122422 12.8542.2
- - - (12520} (10-15) (10-15)
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2.4 DIAGNOSIS Y COMPARACION CON OTRAS ESPECIES

Subanguina tlaxcaltensis se puede distinguir de otras especies de Subanguina por
caracteristicas morfométricas y moleculares, asi como la induccion de agallas en las partes
aéreas de sus diferentes hospedantes. Los caracteres principales de diagndstico
diferenciales incluyen: cuerpo semi-obeso con una longitud 1.3-1.7 mm; estilete pequefio
10-12.5 um, cono que comprende el 45% de la longitud total del estilete; en SEM presenta
disco labial poco visible, abertura oral pequefia y redondeada, apertura de las anfidias
situado en la base del disco labial (Fig. 4B), capsula cefalica consta de 4 anillamientos
labiales (Fig. 4A), campo lateral compuesto por seis incisuras continuas no areolado;
postcorpus ligeramente sobrepuesto dorsalmente; saco post-uterino corto; termino de la

cola en forma aguda.

Subanguina tlaxcaltensis es similar morfologica y morfo-métricamente a S. millefolii Low,
1874 (Tabla 4) y (Tabla 5). Sin embargo se diferencia por la sobreposicion dorsal de la
glandula esofagica (frente a la sobreposicion ventral de la gldndula esofagica de S.
millefolii), saco post-uterino (43.7 a 62.5 um vs 39 a 48 um), longitud total del cuerpo méas
corto en la hembra (1.3 a 1.7 mm vs .58 a 2.28 mm), distancia de la posicién de la vulva al
extremo anterior en porcentaje (V) mas corto (79.5 a 83.9 % vs 88 a 92%) y huevos mas

grandes (57.5 a 72.5 um de longitud por 25 a 37.5 um de ancho vs 42 a 61 um por 28 a 35
pm).

S. taxcaltensis difiere de S. picridis Kirjanova, (1944) (Tabla 4) y (Tabla S), por la
longitud de la hembra (1.3 a 1.7 mm vs 1.5 a 2.1 mm), estilete méas corto (1.25 pm vs 12
pum), saco postuterino corto (28% de la distancia de la vulva al ano vs 58%), en el macho la
espicula es més corta (30 a 45 um vs 40 a 43 pm), huevos mas pequefios (57.5 a 72.5 pm
de longitud por 25 a 37.5 um de ancho vs 63 a 80 um por 31 a 34 um).

S. taxcaltensis es muy cercana morfologicamente a S. moxae Yokoo y Choi, 1968 (Tabla
4) y (Tabla 5). Difiere en el valor de a (Longitud del cuerpo divido entre el didmetro mayor
de cuerpo 24.6 a 31.4 um vs 17 a 29 um), el valor de C (longitud total del cuerpo dividido
entre la longitud de la cola [4.3 2 19 um vs 20 a 33 pm), menor porcentaje de la distancia

de la posicion de la vulva al extremo anterior en porcentaje (V) (79.5 a 83.9% pm vs 88 a
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92%), seis lineas en el campo lateral vs 9 al0, longitud del macho es més largo (1.27 a 1.72

umvs L.11 a 1.45 pum) y Gubernaculo mas grande (12.5 a20 um vs 12 a 14 um).

S. tlaxcaltensis estd mas estrechamente relacionado filogenéticamente con Heteroanguina
graminophila T. Goodey, 1933, sinénimo de Subanguina graminophila, pero difiere en la
longitud del cuerpo de la hembra siendo més corto (1.3 a2 1.7 mm vs 1.5 a 2.6 mm), estilete
corto (10 a 12.5 um vs 13 a IS5 um), el ovario en hilera de uno a dos ovocitos (frente a
ovario multinucleado) y menor porcentaje de la distancia de la posicién de la vulva al

extremo anterior en porcentaje (V) (79.5 a 83.9 % vs 88 a 92 %) (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas morfométricas comparativas de hembras Subanguina tlaxcaltensis n spp.
con otras especies del gener6 Subanguina.

HEMBRAS n L . b < v Extilete Autor

Subanguina en Ageratum conyzokes 0 15175(1%21720)  28.1 Q4 631.4) 84697 16.4(14319)  81.8(795-839) 11.25(10-125)

Subanguina en Cosmos bipinnatus 20 1240(10821705) W2(258455) 71 GH0I) 1390011705 793763869  10.3(10-11)

Subanguina en Bidens sp 0 1%2(1204720) 0 TQ4644T) 74699 147(101176) 803 (76 4857)  10.8(10-125)

Subanguind picridis (Acroptiom repesn) 10 1230(1250-1620) 29.99 (26.06-35.05) 835 (7.27.9.23) 1720 (13.8921.27) 8285 (80.00-88 61} - (Watson, 1966)
Subanguina picrid's (Onomodum acanthium) 10 1650 (1490-1820) 26,90 21 8530.56) 919 8.49-10.83) 17.63(15.7520.16) 8510 (82 21-87.10) - (Watson, 1966)
Subanguina picricks (Cynara scolymus ) 10 1400 (1260-1530) 27.48 26.30-33.18) 790 (6.649.01) 1543 (12.8317.54) 82 90 (79.10-84 97) - (Watson, 1966)
Subanguina picridis (Cantaures difusa } 8 1690(1220-2290) 23,59 (17.7830.69) .65 6:86-12.12) 19.13(14.89-22.78) 8422 (80.2668.50) - (Watson, 1966)
Subanguina picridis (ran) 172400 (1925:2885) 229 (183272)  9.7(715136) 33 (26404 875 (825895 99(9511) (Powjeny Bert, 2006)
Subanguina radicicola - (1110-2240) (26.2:31.6) ©8138) (135215 75-81) (1216 (Krah, 1991)
Subanguia weveli - (1610-1850) (19.826.9) @®18n @12 (90-94) (81-10.3) (Kra, 1991)
Subanguina miflefolii - (1560-2260) (2028) ®812) @2431.1) (88-92) (1011 (Keall, 1991)
Subanguina moxae 31 1500 (1130-1750) 21(17:29) 11.4(89-142) 26.5(20-33) 90 (88.92) ©10) (Kra, 1991}
Subanguing mobiks - {1300-2500) 20.731.8) 6494 {(168-0.7 71.0868 &) (Krah, 1991}
Subanguina guizotise 10 (1280-2300) (246380 {6.495 (141-22.3) (79-86) B5-11.1) (Krall, 1991)
Subanguins balssmphius < (2600-3400) 17 7 £ 8 16 (Krah, 1991)
Heteranguane graminophite - (1560-2600) @5.549. 1) 78141) (157:38.4) (@6-%2) (1318 (Kra, 1991)
Mesoanguina amsinck ise - (1000-1400) K 8 2 . 10 (Krall, 1981)
Hateranguina caricis . (1960-2650) (@2545) (132) (17.326.5 (®3-68) (11.7-142) (Krall, 1991)
Hetorangusna fendse - (1540-2400) (050) ©212) (18-30) (85-90) ©4112) (Krak, 1991)
Hetecanguina polygoni - (1220-1840) @0-51) (6.0-8.8) (18.428.6) (74.594.5) 12:13.0) (Krall, 1991)
Subanguina plantaginis 40 1528(11875-20625) 28 422.1425)  17(5988)  208(149258  855(81.690.01) 10.3(98106 (Hrschman1977)
Subanguina chrysopogoni 2 153(13162040)  268(1830)  1B.18(75129) 2.4 (24%) R2@3%47N 1578  (Bajjetal. 1990)
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Tabla 5. Caracteristicas morfométricas comparativas de machos de Subanguina tlaxcaltensis n spp.

con otras especies del gener6 Subanguina.

MACHOS n L a b 3 Esplculs Gubemicuio Etilete Autor
Subanguina en Ageratum conyzokiss 20 127sQ27s170) 49 @68X6)  TBESER 166 (135204 36 (045) 15812520 114(1014
Subanguina en Cosmos biimass 20 12400082105 2 BIREIBG S4(4269 1280111141 272025%) 12200015 102(10-129)
Subanguina en Bikns sp. 20 1820120970) NS840 63(4esy  1IS2(11.1185  28T5R2536) 128501015 1089 (1015
Subanguina prcads (Acroptitom repesny 10 1490 (1200-1960) 0226 46-4094) 762(612862) 1582 (138418 96) 40 40 (36-48) 13.40 9.01-16 51) - (Wakson, 1986)
Subanguine picrdis (Onopadum acanthium) 10 1520 (1360-170) P28 R7EINTE) 807 (134N 16TI(6.081842) 42800650 1430 (1201-1651) Watnon, 1986)
Subaruine picrds (Cynara scolyms) 10 te0(Moin DYEITEI0 T2BEEMW) 14671301815 MSORBS04S  1280(1050-1650) Watson, 1966)
Subangune picrds (Cantauros dVuss ) s 1m0(mozeny BBRAGII) 9OES410 19S(IEN-2I) OB50U04) 1560 (151850 wetson, 15881
Subanguina picndis. (ran) 17 ATTS (1450-2040) 27N 8(8) 2 @226 32@030 10 (10-1) 10@10)  (Powjany Ber, 2006)
Subanguina radkcicole 960-1980) @636.9) a3y (13620 8y @531( ©01) 12016 Krad, 1999)
Subanguine wevoll (1010-1420) 00419 ©98.1) @027 (34240.8) 158199 ao18) ®rat, 1991)
Subanguine milkfol 130-1550) @ran @80 (16:20) Q3% s1n 1010 e, 1991)
Subanguing maxso 31 (110-1450) [X0) @111 ez @034 (1214 ©.010) K, 1991)
Suvranguing mobiks (1200-1500 Q1238 1) 6969 (16.325) @325 az1e ®.00.0) <l 1991)
Subaguine guizoliee 9 (1050-1480) @047 ©284) (135163 r12318 ®1103) @611 <an, 1991
Subanguing balsamphis {1500-2000) 2 7 2 - - - (Kral, 1991)
Mosoanguina plantaginis (1401510 @848 6219 382021) @6531.1) @816 ©.2102 ot 1991)
Hoteranguina graminophia (1400-1450) 269500) a3y (9427 2] (1518 (315 ot 1991)
Moasosnguing smsinckise {1000-1300} 36 7 5 ° Krall, 1991)
Hotarmguing caricis (20202960} a2y ®02n (1925 [ XX T 171429 10.041.7) Kt 199)
Heteranguina ferdae (12002100) 4080 ©.011) as2ny @1 @412 0611} Kok, 1991)
Hoteranguing polygoni (1260-1520) 20056.5) 5089 (16.4285) 640 (2130 120 ral, 1991)
Subsnguine plantaginis 40 14517 (11764850) 384314 6B(S8TE 173474  VIQISHY  NH02139) 1006102  (Hrschmen 1977)
Subanguine cheysapogond R 1186 ©52-1403) 416 (22:56) 696 (55-112) 2501828 38 @303) 15 141n 89709  (aiajetal., 1990)

2.5 CARACTERIZACION MOLECULAR

La amplificacion de la region ITS1-5.8S-1TS2 del DNA, produjo un producto de 820 pares

de bases (pb) aproximadamente (Fig. 5), mientras que los segmentos de expansién D2-D3

del gen 28S amplificé un producto de 920 pb (Fig. 6), basado en la estimacién usando un

gel de electroforesis. Las secuencias de ambos marcadores que fueron comparadas

mediante la bisqueda de homologia por BLAST con secuencias del NCBI no confirmo la

identidad de las secuencias, obteniendo homologias muy bajas, 93% con Subanguina
radicicola (JN885538) en la region ITS1-5.8S-1TS2 y 97% con Ditylenchus oncogenus
(KF612015) en los segmentos de expansion D2-D3 del gen 28S.
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Figura 5. Productos de PCR de la region ITS1-5.85-1TS2  Figura 6. Productos de PCR de los segmentos de
usando los primers AB28 y TW81. 1-2. Control (+) D.  expansion D2-D3 del gen 28S usando los primers D2A y
dipsaci; 3-4: Control (-) Agua destilada estérii;, 5-6 D3B. 1-2: Control (+) D. dipsaci; 3-4: Control (-) Agua
Poblacién A. conyzoides; 7-8: C. bipinnatus, S-10: Bidens  destilada estéril; 5-6: Poblacion A conyzoides; 7-8. C.
sp. M: Marcador molecular 100 pb. bipinnatus, 8-10: Bidens sp. M: Marcador molecular 100 pb

2.6 RELACIONES FILOGENETICAS DE Subanguina tlaxcaltensis n spp. CON
OTRAS ESPECIES DE ANGUINIDOS

El resultado obtenido de la alineacién maltiple de las secuencias amplificadas de la regién
ITS1-5.88-ITS2, incluyendo 33 secuencias del NCB! y una longitud de 948 pb indican
marcadas diferencias nucleotidicas en relacion a secuencias ya publicadas. El arbol de
consenso de probabilidades superiores al 50%, revela una afinidad de S. tlaxcaltensis entre
sus diferentes hospedantes agrupados en un solo clado bien soportado (100%), pero
diferenciandolo por hospedante (Fig. 7). Existe una estrecha relacién con Heteroanguina
graminophila (AF396318) y (AF396315) (Subanguina graminophila) y Anguina wevelli
(AF396317) y (AF363109) (Subanguina wevelli) con un valor de soporte de 91%, separado

por un subclado independiente.

La alineacion multiple de los segmentos de expansion D2-D3 del gen 28S se realizé con 26
secuencias y una longitud de 835 pb. El analisis bayesiano revelé que las secuencias de
Tlaxcala se agrupan en un subclado independiente conformadas por sus diferentes
hospederos de Subanguina tlaxcaltensis con un valor de soporte de 100 % (Fig. 8). Existe
una estrecha afinidad con un subclado conformado por Heteroanguina graminophila
(DQ328720), Subanguina chilensis (DQ328724) y Subanguina millefolii (DQ328722).
Estos resultados demuestran que las secuencias de las poblaciones de Tlaxcala de ambos
marcadores moleculares se encladan de manera independiente a las especies de nematodos
agalladores reportados por Subbotin e al., (2004) lo que da soporte a que se tratan de una

especie nueva.
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Este es el primer reporte que una especie de Subanguina que afecta a las asteraceas A.
conyzoides, C. bipinnatus y Bidens spp. a nivel mundial. Esta nueva especie podria ser
potencialmente perjudicial para una gran cantidad de especies cultivables de asteraceas de
importancia ccondmica, que son utilizadas para la produccion de plantas medicinales,

ornato, horticolas y produccién de aceite.

Mediante el analisis de las secuencias de la region del ITS1_5.8S ITS2 y los segmentos de
expansion D2 D3 del gen 28S, asi como caracteres morfoldgicos, los nematodos que se
encuentran parasitando A. conyzoides, C. bipinnatus y Bidens spp. en los valles altos de
Tlaxcala, México, corresponden a una misma especie. Las secuencias genéticas fueron
depositadas en el GenBank con numeros de acceso KT205564, KT205563, KT205559 y
KT205558 para ITS1-5.8S-1TS2 y KT205568, KT205567, KT205562 y KT205561 para los
segmentos de expansién D2D3 del gen 28S. La integracién de los analisis y ciertas
caracteristicas morfologicas, morfométricas, moleculares y filogenéticas, permitié delimitar
estas poblaciones como una nueva especie, ¢l cual se propone como Subanguina
tlaxcaltensis cuyo epiteto especifico hace referencia a la localidad tipo (Topotipo) de esta
especie en el estado de Tlaxcala, México. Este nuevo descubrimiento fue confirmado por el
Dr. Zafar A. Handoo especialista en taxonomia de nematodos fitoparasitos y los holotipos

han sido depositados en la Coleccién de Nematodos del USDA, en Maryland USA.
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Figura 7. Inferencia bayesiana de nematodos afectando 4. conyzoides, C. bipinnatus y Bidens spp.
Arbol consenso de probabilidades superiores al 50% de la alineacion de secuencias de ITSI-5.8S-
ITS2 generados a partir del modelo complejo: GTR + G con secuencias de anguinidos depositadas
en el GenBank.

54



Suvanguing sp Cocrios KTZOSIRE

Subanguing sp Cosmas K29

Subanguing sp Ageratusi b

Subanigisin,
100

Sp ik

Subsnguing op Bidens

Sabarguns Sp Agerstion LT

L ina g DQ328720

® __  Subanguina radicicola DQ328721
100
100
L

Dityfenchus dipsaci FJ707361

GU727547

%+ pitytenchus dipsaci F J707362
Ditylenchus dipsaci FJ707360
100 .
Anguina tritici DQ328723
100
Mesoanguina millefoli DQ328722
100

9 chilensis. DQ3I2B724

Ditytenchus dastructor EU400640
100 [

similis JNO91963

D EU400625

Ditylanchus destructor EU400830

Figura 8. Inferencia bayesiana de secuencias de nematodos afectando A. conyzoides, C. bipinnatus
y Bidens spp. Arbol consenso de probabilidades superiores al 50% de la alineacion de los
segmentos de expansion D2-D3 generados a partir del modelo complejo: GTR + G con secuencias

de anguinidos depositadas en el GenBank.
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CAPITULO 3. DELIMITACION TAXONOMICA Y MOLECULAR DEL
NEMATODO AGALLADOR DEL PASTO Aristida divaricata EN
HUAMANTLA, TLAXCALA, MEXICO

Las especies del generé Anguina tiene un rango de hospedantes especificos que atacan
estructuras aéreas de las plantas. La mayoria de estos nematodos son parasitos obligados de
plantas monocotiledoneas, principalmente en gramineas (Hirschmann, 1977). Existen
especies de anguinidos (Anguina tritici, A. agrostisy A. funesta) que son consideradas de
importancia econémica y cuarentenaria y que se encuentran reguladas por varios paises
(Krall, 1991). Varias especies se encuentran estrechamente asociadas con bacterias toxicas
responsables de enfermedades y envenenamiento al ganado que utiliza las gramineas

hospederas como fuente de alimento (Subbotin y Riley, 2012).

El pasto Aristida divaricata es un zacate perenne de la familia Poacea distribuida en
Estados Unidos y México sobre todo en suelos arenosos de pastizales, matorrales y zonas
abiertas de bosques de pino, encino de climas templado-frio. El valor nutritivo como forraje
es considerado regular sobre todo cuando las plantas se encuentran en un estado fenologico
de desarrollo vegetativo pero éste comienza a disminuir conforme las plantas alcanzan la
madurez fisiologica (Herrera y Pamanes, 2010). En el municipio de Huamantla, Tlaxcala,
México, se detectaron sintomas de agallas foliares en hojas, tallos y semillas en plantas de
Aristida divaricata, sintomas asociados a los ocasionados por nematodos de la familia
Anguinidae. Se describe a la especie Anguina aristide como el agente causal del

agallamiento en pasto 4. Divaricata mediante un estudio de taxonomia integrativa.
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3.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1 COLECTA DE MUESTRAS

Se realiz6 un muestreo dirigido en zonas abiertas de bosque de pino y encino de pastos con
sintomas de agallas en la parte foliar, en el municipio de Huamantla, Tlaxcala, México,
localizadas entre las coordenadas Latitud: 19°18°06.08" N, y Longitud; 97°58 21.86"'W) y
Latitud: 19°17°53.17'N, Longitud: 97°58°31.46""W, a una altura de 2735-2745 msnm. Se
colectaron plantas completas con sintomatologia asociada al dafio en el follaje y se llevaron
al invernadero del Departamento de Parasitologia de la Universidad Auténoma Chapingo

para incrementar la fuente de inoculo.

3.1.2 EXTRACCION DE LOS NEMATODOS

Secciones de tallo, hojas y semillas fueron incubadas en una caja petri con agua destilada
estéril a una temperatura de 22 + 2°C. Las muestras con agallas fueron hidratadas por un
periodo de 3 h, y posteriormente se disectaron con una aguja de diseccion y bisturi bajo
microscopio estereoscopico con la finalidad de extraer los diferentes estadios bioldgicos:

huevecillos, juveniles, machos y hembras (Coney et al., 2007).

3.1.3 MONTAIJE Y OBSERVACION DE 1.OS NEMATODOS EXTRAIDOS

Los huevecillos fueron extraidos con la ayuda de una micropipeta y colocados directamente
en portaobjetos sobre medio agua-agar al 2% para su observacion y medicién en un
microscopio compuesto. Los juveniles del segundo estadio (J2), machos y hembras se
transfirieron en 20 pl de agua destilada estéril en un portaobjetos y relajados con calor en
un portaobjetos, posteriormente se montaron en medio de montaje agua-agar al 2% para su
observacion, medicion y toma de fotografias en el microscopio compuesto digital

(Southey, 1986).



3.1.4 IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MORFOMETRICA

La identificacion taxonoémica tradicional de los nematodos extraidos se realizé en base a
sus caracteristicas morfolégicas y morfométricas apoyandose en el uso de claves
taxonomicas (Brzeski, 1981; Krall, 1991; Siddiqi, 2000). La identificacién morfométrica se
realizo a través de una serie de mediciones principales de diagndstico, utilizando un
universo poblacional de n=20 para huevecillos, juveniles, hembras y machos, cuyos valores
fueron utilizados para la determinacién de los indices de Man, utiles en la identificacion de
especies. Las mediciones se llevaron a cabo en micras (um), con un micrémetro adaptado
al microscopio compuesto con camara fotogréfica digital, con los objetivos 10X, 40X y
100X. Se tomaron fotografias de los principales caracteres de diagnostico de los géneros y

especies

3.1.5 PBEPARAC]ON DE ESPECIMENES PARA MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO

Para ¢l procedimiento y visualizacién de caracteres morfologicos de los nematodos, por
medio de microscopia electronica de barrido. Las muestras se fijaron en solucién formol-
glicerol 8:2, por un periodo minimo de 24 hrs, se realizaron cinco lavados con solucién
Sorensen (cacodilato de sodio 0.1 M y pH=7) cada 15 minutos, y en un campana de
extraccion se colocaron 500 pl de tetradxido de osmio 1% por un periodo de 2 hrs, se
decanté y se volvié a efectuar 5 lavados con solucion Sorensen (Eisenback, 1985).
Posteriormente se deshidrataron en gradiente de etanol (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100%).
Se colocaron los especimenes en sobres de papel filtro y se introdujeron a una cdmara de
secado de punto criticoQuorum-Emitech K850. Una vez terminado el proceso de secado se
colocan los especimenes en un porta muestra y se observaron en un microscopio de barrido

Zeiss Sigma VP.
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3.1.6 DIAGNOSTICO MOLECULAR

3.1.6.1 EXTRACCION DE DNA DE ESPECIMENES INDIVIDUALES
FRESCOS

Después del andlisis morfolégico y morfométrico de las poblaciones de la familia
Anguinidae los especimenes analizados fueron recuperados del medio de montaje y se
colocaron en 10 pl de buffer de extraccion de DNA (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 2.5 mM
MgCl, 50 mM KCl, 0.45 % Tween 20; 0.05% gelatina) sobre un cubreobjetos limpio. Se
macerd el nematodo con una punta de micropipeta bajo el microscopio estereoscopico y se
mezcld perfectamente la solucion buffer de extraccion-nematodo con la mismamicropipeta.
Se transfirio la solucion a un tubo de microcentrifuga de 200 pl y congeld a -40°C por 30
min. Pasado el tiempo de congelacion, se incubdé inmediatamente a 65°C por 1 h. Se dio
vortex al menos una vez durante el tiempo de incubacion y se agregé 0.1 pl Proteinasa K
(60 pg/ml) 10-15 min antes de terminar la incubacién. Se incubé a 95°C por 15 min para
inactivar la Proteinasa K y se enfrio a 4°C. Se emplearon 5 pl del extracto crudo de DNA

para la reaccion de PCR. (Williams et al., 1992, Thomas et al., 1997).

3.1.6.2 OLIGONUCLEQTIDOS O PRIMERS UTILIZADOS

Se emplearon tres juegos de oligonucledtidos: para la amplificacion la region ITS1-gen
5.8S-1TS2 del rDNA fueron TW81 (5-ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3) con sentido
forward (Howlett et al, 1992) y AB28 (5-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3) con
sentido reverse (Joyce et al., 1994). Para la amplificacion del segmento de expansion D2-
D3 del gen 285 nuclear se utilizaron los  primers D2A (5-
TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3) con  sentido forward y D3B (5-
TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3) con sentido reverse (Douda et al., 2013). Los primers
utilizados para la amplificacion de la region parcial del gen 18S-1TS1-5.8S y parcial del
ITS2 rDNA 1.58S fueron rDNA1.58S (3'-GCCACCTAGTGAGCCGAGCA-5) y rDNA
2 (5'-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3") ( Powers et al., 2001).
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3.1.6.3 REACCION DE PCR PARA LA AMPLIFICACION DE LAS
REGIONES ITS1-5.8S-1TS2, PA,RCIAL 18S-1TS1-5.8S-PARCIAL ITS-2 Y
LOS SEGMENTOS DE EXPANSION D2-D3 DEL GEN 28S rDNA

Para la amplificacion de la region ITS1-5.8S-1TS2, el extracto crudo de DNA fue utilizado
como templado para la amplificacion del marcador genético presente en el arreglo det
rDNA. Se consideraron dos controles positivos (DNA plasmidico conteniendo el marcador
molecular de D. dipsaci) y dos controles negativos (agua destilada estéril). La reaccion de
la PCR se realiz6 en tubos de microcentrifiga de 200 pl en un volumen total de 50 ul. Cada
reaccion consto de los siguientes componentes: buffer de PCR 1X (Invitrogen) MgCl; 3
mM, Mix dNTP’s 200 pM, Primer 1 (TWS8I) 0.4 uM, Primer 2 (AB28) 0.4 uM, Taq
Polimerasa 2.5 U/ul 'y 5.0 ul DNA. La reaccién de PCR se [levo a cabo en un termociclador
i-Cycler (BIO-RAD) bajo las condiciones de desnaturalizacién inicial a 95 °C por 3
minutos, desnaturalizacion a 95 °C por 45 seg., anillamiento a 57 °C por 30 seg., extensiéon
a 72 °C por 1.30 min., por 34 ciclos y extension final a 72 °C por 5 min (Skantar et al.,

2007).

La amplificacién de la region parcial 18S-ITS1-5.8S se agregaron los siguientes
componentes: buffer de PCR 1X (Invitrogen) MgCl, 1.7 mM, Mix dNTP’s 200 pM, Primer
1 ({DNA1.58S) 0.5 uM, Primer 2 (rDNA2) 0.5 uM, Tag Polimerasa 5 U/ul y 5.0 pl DNA,
bajo condiciones de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 2 min, desnaturalizacién a 94 °C
por 1 min, anillamiento a 57 °C por I minuto, extension a 72°C por 2 min. por 40 ciclos y

extension fina a 72 °C por 5 minutos (Szalanski et al., 1997) (modificado).

Para la amplificacién de los segmentos de expansién D2-D3 del gen 28S, los componentes
fueron: buffer de PCR 1X (Invitrogen) MgCl, 3 mM, Mix dNTP’s 200 puM, Primer 1
(D2A) 0.4 uM, Primer 2 (D3B) 0.4 uM, Tag Polimerasa 2.5 U/pl y 5.0 ul DNA, bajo
condiciones de desnaturalizacién inicial a 95 °C por 3 minutos, desnaturalizacién a 95 °C
por 45 seg., anillamiento a 55 °C por 45 seg., extension a 72 °C por | min., por 34 ciclos y
extension final a 72 °C por 5 min (Marek ef al., 2010) modificado. Los productos finales
fueron analizados mediante electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1.4% tefiido

con GelRed (Biotium) y se visualizo en un fotodocumentador Gel Doc EZ (BIORAD).
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3.1.6.4 PCR-RFLP'S DE LA REGION PARCIAL 18S-ITS1-5.8S-PARCIAL
1TS2

Al obtener un producto final amplificado de la region parcial 18S-1TS1-5.88S, se realiz6 una
digestion enzimatica con las enzimas Alu I, Hha I, Eco Rl, Hinf' | y Taq I, a una temperatura
de incubacion de 37 °C a excepcion de la enzima Tag I que se incubd a 65 °C, por un
periodo de 3 h. El volumen final para cada reacciéon fue de 20 pl con los siguientes
componentes: buffer de digestién 2 pl, enzima de restriccion 1pl, 10 pl de producto de PCR

y 7 ul de agua destilada estéril (Powers et al., 2001).

3.1.6.5 ' SECUENCIACION, BIOINFORMATICA Y ANALISIS
FILOGENETICOS

Los productos amplificados fueron secuenciados por el método de Sanger en el Centro
Nacional de Referencia Fitosanitaria-SENASICA. Las secuencias sentido y antisentido
("forward" y "reverse") fueron ensamblados y editados con el programa CodonCode
Aligner 4.2.7. Se revisaron los posibles errores en la lectura de las bases nitrogenadas de
las secuencias de DNA analizadas. La edicién y correccion de la lectura se realizé de

manera manual en los casos necesarios y al final los primers fueron cortados y eliminados.

Se realizd6 un BLASTING comparativo para determinar homologia con secuencias
depositadas en el GenBank. Previo a la realizacion de las inferencias filogenéticas de las
secuencias, estas fueron sometidas a una alineacién maltiple con CLUSTAL W 2.3
(Thompson et al., 1997). l.a busqueda del mejor modelo de substitucién para la inferencia
bayesiana se realiz6 en Mr modeltest 2.3 (Nylander, 2004) y PAUP 4 (Swofford 1998). Se
realizé un andlisis bayesiano con MrBayes v3.2 (Huelsenbeck y Ronquist 2001) bajo el
modelo GTR-G, ejecutando cuatro cadenas para 1.0x10° generaciones. En las cadenas de
Marcov se tomaron muestras a intervalos de 100 generaciones. Dos carreras se realizaron
por cada andlisis. El primer 20% de los arboles muestreados fue eliminados de todos los
analisis y los arboles restantes fueron usados para calcular el arbol consenso por la
regla de la mayoria del 50% y las probabilidades posteriores para cada clade. Los arboles

fueron graficados con FigTree v1.3.1 (Rambaut, 2009).



3.2. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.2.1 SINTOMAS DE INFECCION

Se detectaron sintomas de agallas de color marron en la partes aéreas del pastodristida

divaricata, que se manifestd en las deformaciones en tallos, hojas y semillas (Fig. 9). En

general se presenté una relacion de 3 hembras por 2 machos/agalla aproximadamente

Figura 9. Sintomas causados por Anguina aristide en A. divaricata. (A) agallamiento en tallo
cuando en ataque es severo; (B) agallas en tallos; (C) Agallamiento de coloracion marrén de las
semillas

3.2.3 CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MORFOMETRICA

Los valores morfologicos y morfométricos de los especimenes detectados en pasto 4.
divaricata en Huamantla, Tlaxcala, México no se encuentran dentro de los valores
reportados para las especies de anguinidos ya descritas (Cid del Prado Vera y Maggenti.
1984: Hirschmann, 1977; Krall,1991; Swart et al., 2004) por lo que todo parece indicar que

se trata de una especie nueva.

Las mediciones deholotipo, 20 hembras, 20 machos y 20 juvenilesparatipos de Anguina

aristide. sc reportanen la tabla6 y 7, asi como cn las figuras 10-12.
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3.3.1 HEMBRA

Cuerpo obeso en forma de espiral cuando es relajado en calor (Fig.10 K). Cuticula delgada,
finamente anillada. Capsula cefalica poco desarrollada longitud 2.1 = 0.31 um (2-3) y
ancho 8.7 = 0.5 pm (8-9) (Fig. 10 C). Estilete finamente pequefio 10 £0 pum con nédulos
redondeados longitud 1.6+0.5 um (1-2) y ancho 2.6+0.5 pm (2-3). Orificio de la glandula
esofagica dorsal (DGO) 2.9 £0.3 pm (2-3) cerca de los nodulos. Eséfago tylenchoide
(Procorpus, metacorpus, itsmo y postcorpus) bien desarrollado (Fig. 10 D) y (Fig. 11 A),
procorpus separado del metacorpus por una ligera constriccion. Metacorpus corto poco
desarrollado largo 21.8+1.7 um (19-25) y ancho 12.3£1.5 um (11-15) (Fig. 11 D) con
valvula conspicua poco visible. Istmo corto y estrecho. El postcorpus ligeramente
sobrepuesto ventralmente (Fig. 11 E). El anillo nervioso se presenta en medio del itsmo.
Poro excretor posterior al metacorpus situado en la parte posterior del postcorpus
147.7+15.7 um (122.5-172.5). Campo lateral discontinuo no areolado a la mitad del cuerpo
(Fig. 12 F). Ovario multinucleado reflejado monodelfico prodélfico. Saco post-uterino
corto 64.7+9.7 um (50-80). Oocitos en multiples hileras. Espermateca redondeada y lleno
de espermatozoides. Utero cuadricumelado que consiste en 4 hileras con 20 a 24 células
cada una (Fig. 10 J). Huevo embrionario en ocasiones presente en el utero. Vulva
ligeramente pronunciada (Fig. 12 C). Cola conica con terminacion bifurcada (Figs. 10 F, 11
Fyl12E).

3.3.2 MACHO

Cuerpo ligeramente curvado ventralmente, mas pequefio y angosto que en las hembras.
Capsula cefélica baja, débilmente desarrollada longitud 2.8+0.4 um (2-3) y ancho 8.7+0.5
um (8-9) (Fig. 10 B). Estilete delicado10+0 pm con ndédulos pequefios. Poro excretor en el
nivel de la regién glandular. Es6fago bien desarrollado, procorpus corto (Fig. 10 E) y (Fig.
11 B). El bulbo medio oval longitud 20.142.6 pm (16-23), ancho 10.6+1.6 pm (8-14) con
ligero estriamiento. Istmo y bulbo glandular cortos. Ligera sobreposicion ventral al
intestino, poco visible el niicleo glandular dorsal. Campo lateral discontinuo a la mitad del
cuerpo. Testiculo reflejado con uno o mas pliegues. Espicula curvada 24.7+1.6 pm (23-27)
(Fig. 10 G-1), (Fig. 12 D). Gubernaculo ligeramente pequefio 11.4£1.2 pm (10-14). La
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bursa sub-terminal y se extiende casi al término de la cola 72+10.8 pm (57.5-95) (Fig. 10
H). Cola cénica 58.2+4.4 um (52.5-67.5) (Fig. 10 H) y (Fig. 11 G).

3.3.3 JUVENIL

Segundo estadio juvenil con cuerpo recto 580.21+51 pum (511-662). Cépsula cefalica muy
parecida a los adultos (Fig. 10 A). Estilete 9.7540.27 pum (9.5-10). Es6fago bien
desarrollado (Fig. 11 C). Postcorpus ligeramente sobrepuesto ventralmente al intestino.

Cola cénica con punta redondeada 58+4.1 um (52.5-62.5). La cola aguda no bifurcada.
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Figura 10. Dibujos a través de camara lucida de paratipos de Anguina aristide n sp.; (A) Region
labial de juvenil; (B) Region labial del macho; (C) Region labial de hembra; (D) Parte anterior de
hembra; (E) Parte anterior del macho; (F) Cola de hembra; (G) Espicula y gubernaculo; (H) y (1)
Cola del macho; (J) Crustaformaria; (K) Cuerpo de hembra.
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Figura 11. Micrografias de Anguina aristide n sp.; (A) Region del esofago de la hembra; (B)
Region del esofago del macho; (C) Region del esofago del juvenil; (D) Metacorpus: (E) Sobre
posicion ventral; (F) Cola y saco post uterino en hembra: (G) Cola del macho.
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Figura 12. Imagenes en SEM de Anguina aristide n sp. (A) Vista lateral de la cabeza del macho.
(B) Region labial y abertura de las anfidias en hembra; (C) Vista lateral de la vulva; ( D) Espiculas:
(E) Término de la cola de hembra; (F) Campos laterales.
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Tabla 6. Datos morfométricos de Anguina aristide n sp. en Aristida divaricata. Todas las medidas estan en

pm. Media + DS (rango).

Aristida divaricata
Caracteristicas Hembra Macho Juvenil
Hoiotip P; p Paratip Paratipos

n - 20 20 20
L 1795 1834.34+394.3 1343.4489.9 680.4+30.14

- (1352-2387) (1196.2-1475) (629.8-722)
a 175 19133 24.712.6 46.412.08

- (14.4-24.6) (20.3-29.5) (44.1-50)
b 9.97 10.643.2 7.8+0.5 4.84+0.27

- (6.7-15.8) (6.9-9) (4.54-5.26)
[ 239 26.745 231415 12.410.65

- (18.8-34.6) (20.8-25.3) (11.8-13.6)
< 214 2.310.3 1.6:0.1 68.315.4

- (1.9-2.7) (1.4-1.8) {59.8-73.8)
Vv 89.6 90.3t1.4 - .

- (88.1-92.3) - -
DGO o DGED 3 29103 2.9+0.1 2.791+0.13

- (2-3) (2.5-3) (2.62-2.99)
o =Distancia de la base de los nédulos a la DGED/iongitud 0.3 0.3+0.03 0.29:0.01 0.30£0.10
del estilete - (0.2-0.3) (0.25-0.3) (0.27-0.32)
Largo de Metenchium (Cono) 35 3.2402 3.5%0 4.310.23

- (3-3.5) (3.5-3.5) (4.15-4.75)
Largo de Telenchium (Columna) 5.5 52102 5.540 3.840.04

- (5-5.5) (5.5-5.5) (3.79-3.9)
Largo del estilete 10 10£0 10t0 9.210.21

- (10-10) (10-10) (9.06-9.64)
m= Longitud del conox100/total del estilete (%) 55 5212.6 5510 47.1t1.44

- (50-55) 55.55 (45.7-49.21)
Ancho de nodulos 2 2.620.5 22104 1.23:0.04

- (2-3) (2-3) (1.17-1.3)
Largo de nodulos 1 1.640.5 1.03:0.06 1.0210.2

- (1-2) (1-1.2) (1.05-1)
P.A.- centro del buibo medio 57.5 55.915.7 58.5:5.3 59.912.57

- (47.5-62.5) (50-65) (57.27-64.32)
Distancia del centro del bulbo media hasta el fina! 1325 121.5415.7 114.7415 139.244.24
del i6bulo de la faringe - (95-140) (90-132.5) (134.2-144.6)
P.A. - poro excretor 147.5 147.7+15.7 126+15.1 115.6£1.42

- (122.5-172.5) (115-155) {113.98-118.2)
Ancho de {a cuticula a la mitad del cuerpo 3 2.8:04 3.3t0.7 0.6410.007

- (2-3) (3-5) (0.65-0.63)
Didmetro del cuerpo a {a mitad del cuerpo 102.5 99.2426.7 54.7¢4.5 14.6:0.78

- (55-142.5) (50-65) (13.72-15.95)
Didmetro del cuerpo a la altura del poro excretor 45 38.7:+8.8 3714 12.4940.57

- (30-57.5) (32.5-45) (11.55-13.3)
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Continuacion de tabla 6. Datos morfométricos de Anguina aristide n sp. en Aristida divaricata.. Todas las
medidas estan en um. Media + DS (rango).

Aristida divaricata
Caracteristicas Hembra Macho Juvenii
Hoiotipo Paratipos Paratipos Paratipos

Didmetro del cuerpo ala altura del ano 35 30.5:3.7 27.7425 9.8940.64

- (25-35) (25-32.5) (8.98-10.53)
Largo de la cola 75 69+9.7 58.214.4 53.940.98

- (50-82.5) (52.5-67.5) (53-55.7)
Longitud del bulbo medio 21 21.8+1.7 20.1+2.6 11.340.45

- {19-25) {16-23) (10.58-11.9)
Didmetro del bulbo medio 11 12.3+15 10.6£1.6 6.2840.79

- (11-15) {8-14) {5.25-7.63)
Altura de la cabeza del labio 2 21103 2.840.4 1.940.1

- (2-3) (2-3) (1.78-2.06)
Diametro de la cabeza del labio 9 8.740.5 8.110.3 4.740.28

- (89) (89) {4.19-5.09)
Longitud (PUS}) 62.5 64.749.7 - -

- (50-80) - -
Distancia de la vulva al ano /largo de la cola 14 1.540.2 - -

- (1.2-2) - -
PUS x100/distancia vulva al ano (%) 65 63.127.9 - -

- (50-80) - -
Vulva-ano (VA) 110 104+19.8 - -

- (75-132.5) - -
Espicula - - 247116 -

- - (23-27) -
Gubernaculo - - 11.4%1.2 -

- - (10-14) -
Largo de ia cola/ Largo de la espicuta - - 2.410.2 -

- - (2-2.8) -
Largo de la bursa - - 72410.8 -

- - {57.5-95) -
% de la longitud de la cola que cubre la bursa - - 81.746.8 -

- - (71-91.3) -
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Tabla 7. Morfometria de hembras y machos de Anguina aristide n sp. estrechamente relacionado con
Anguina woodi . Todas las medidas estan en pm. Media + DS (rango).

Caracteristicas Aristida divaricata Anguina woodi
Hembra Macho Hembra Macho
n 10 10 18 12
L 1834.3+394.3 1343.4+89.9 2100 1600
(1352-2387) (1196.2-1475) (1600-2700)  (1400-2100)
a 1943.3 247826 7.4 217
(14.4-24.6) (20.3-29.5) (8.7-14.3) (6.9-11.6)
b 10.643.2 7.8405 11 89
(6.7-15.8) (6.9-9) (8.7-14.3) (6.9-11.6)
c 26.745 23.1415 32.2 235
(18.8-34.6) (20.8-25.3) {22.2-40.0) (20.5-32.4)
c 2.310.3 1.640.1 1.9 21
(1.9-2.7) (1.4-1.8) (1.5-2.9) (1.7-2.3)
v 90.311.4 - 89.3 -
(88.1-92.3) - (86-93.3) -
DGO o DGED 2.9¢0.3 2.940.1 14 09
(2-3) (2.5-3) (0.5-3.0) (0.5-1.5)
o =Distancia de la base de los nédulos a la DGED/longitud 0.310.03 0.2940.01 125 8
del estilete (0.2-0.3) (0.25-0.3) (8.6-19.0) (4.2-12.5)
Largo de Metenchium (Cono) 3.240.2 3.5¢0 5.4 5.4
(3-3.5) (3.5-3.5) (4.0-7.0) (4.5-6.5)
Largo de Telenchium (Columna) 5.240.2 5.540 5.8 6.2
(5-5.5) (5.5-5.5) (5.0-6.5) (5.0-7.0)
Largo del estilete 1020 1040 11.2 114
(10-10) (10-10) (9.5-13.5) (10.5-12.0)
m= Longitud del conox100/total del estilete (%) 52426 5510 473 46.5
(50-55) 5555 (36.4-56.3) (39.1-55.0)
Ancho de nédulos 2.640.5 22104 33 3s
(2-3) (2-3) (3.0-4.0) (3.0-4.0)
Largo de nddulos 1.6£0.5 1.03:0.06 1.9 21
(1-2) (1-1.2) (1.5-2.5) (1.5-2.5)
P.A.- centro del bulbo medio 55.945.7 58.545.3 74 71
(47.5-62.5) (50-65) (62-81) (61-78)
Distancia del centro del bulbo media hasta el final 121.5£15.7 114.715 124 118
del I6bulo de 1a faringe (95-140) (90-132.5) (78-163) (87-171)
P.A. - poro excretor 147.715.7 129#15.1 7 157
(122.5-172.5) (115-155) (144-210) (139-182)
Ancho de la cuticula a |a mitad del cuerpo 2.8:0.4 3.310.7 1.8 1.8
(2-3) (3-5) 1.53.0 1.0-2.5
Didmetro del cuerpo a la mitad del cuerpo 99.2126.7 54.744.5 127 76
(55-142.5) (50-65) 85-205 $3-115
Didmetro del cuerpo a altura del poro excretor 38.7+8.8 3714 66 49
(30-57.5) (32.5-45) 54-78 40.5-65.0
Didmetro de! cuerpo ala altura del ano 30.543.7 27.742.5 36 33
{25-35) (25-32.5) 29-57 26-39
Largo de la cola 6919.7 58.214.4 67 69
(50-82.5) {52.5-67.5) 50-107 64-73
Longitud del bulbo medio 21.8£1.7 20.1£2.6 223 211
(19-25) (16-23) 20.0-25.0 18.0-33.0
Didmetro del bulbo medio 123415 10.6+1.6 145 129
(11-15) (8-14) 10.5-17.0 12.0-14.5
Altura de la cabeza del labio 2.110.3 2.8:0.4 3 31
(2-3) (2-3) 2535 2.5-4.0
Didmetro de la cabeza del labio 8.710.5 8.110.3 9.6 8.9
(8-9) (8-9) 8.511.0 8.3-95
tongitud (PU5) 64.749.7 - 86 -
(50-80) - 67-120 -
Distancia de la vulva al ano /largo de la cola 1.540.2 - 2.5 -
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Continuacion de Tabla 7.Morfometria de hembras y machos de Anguina aristide n sp.estrechamente

relacionado con Anguina woodi. Todas las medidas estan en pm. MediatDS (rango).

Caracteristicas Aristida divaricata Anguina woodi
Hembra Macho Hembra Macho
Didmetro del cuerpo a la altura def ano 30.543.7 27.7425 36 33
(25-35) (25-32.5) 29-57 2639
Largo de la cola 69:9.7 58.2+4.4 67 69
{50-82.5) (52.5-67.5) 50-107 64-73
Longitud del bulbo medio 21.841.7 201126 22.3 211
(19-25) (16-23) 200250  18.0330
Didmetro del bulbo medio 12.3:1.5 10,6216 145 12.9
{11-15) (8-14) 105170 120145
Altura de la cabeza del fabio 21103 2.8404 3 31
(2-3) (2-3) 2535 2540
Didmetro de {a cabeza del labio 8.710.5 81103 9.6 89
(8-9) (89) 8.511.0 8395
Longitud {PUS) 64.749.7 - 8
(50-80) 67-120
Distancia de la vulva al ano flargo de fa cola 1.540.2 25
(122 1130
PUS x100/distancia vulva al ano {%) 63.147.9 6
(50-80) 37-%
Vulva-ano (VA) 104+19.8
{75-132.5) - -
Espicula - 247416 - 43
(329 - 33.0-360
Guberndculo 114112 123
- {10-14) 10.0-14.0
Largo de la cola/ Largo de la espicula 2.440.2 - 22
(2-2.8) 1835
Largo de la bursa 724108 101
- {57.5-95) 67-126
% de {a longitud de la cola que cubre la bursa 817468 59.3
{71:91.3) - 39.9-73.0

3.4 DIAGNOSIS Y COMPARACION CON OTRAS ESPECIES

El nematodo agallador Anguina aristide se¢ puede distinguir de otros anguinidos tanto por

caracteristicas morfolégicas como moleculares. Los caracteres principales de diagnéstico

diferenciales incluyen: cuerpo obeso de la hembra con una longitud 1.3-2.3 mm; estilete

pequefio 10 pm, cono que comprende el 55% de la longitud total del estilete; en

microscopia de barrido (SEM) presenta disco labial aplanado poco visible, abertura oral

pequefia y redondeada, apertura de las anfidias situado en la base del disco labial (Fig. 12

B), cépsula cefalica consta de 3 anillamientos labiales (Fig. 12 A), campo lateral
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discontinuo no areolado; postcorpus ligeramente sobrepuesto ventralmente; saco post-

uterino corto; termino de la cola en forma bifurcada.

Anguina aristide es similar morfolégica, morfométrica y molecularmente a 4. woodi Swart,
2004, sin embargo se diferencia en la hembra en el disco labial aplanado y anfidias visibles
vs disco labial pronunciado y anfidias no visibles en 4. wood, estilete mas corto 10 a 10.5
um vs 10.5 a 12 pm, distancia de la parte anterior al centro del bulbo medio mas corto de
47.5 a 62.5 pm vs 62 a 81 pm, longitud del saco post-uterino (50-80 vs 67-120 pm),
longitud total del cuerpo en la hembra (1.3 2 2.3 mm vs 1.6 a 2.7 mm), diametro a la mitad
del cuerpo (55 a 142.5 pm vs 85 a 205 pm) y huevos mas pequefios (60-77.5 pum de
longitud x 32.5-40 um de ancho vs 87-107 x 40-56 um). En machos el largo de la bursa
(57.5-95 pm vs 67-126 pm), espicula mas pequefia (23-27 um vs 33-36pum).

A. aristide difiere de A. graminis Hardy, 1850 (Tabla 8) y (Tabla 9), por la longitud de la
hembra (1.3-2.3 mm vs 1.8 a 2.7 mm), estilete mas corto (10-10.5 pm vs 12 pm), longitud
total del cuerpo dividido entre la longitud de la cola valor de C (18.8-34.6 um vs 27-30
um), distancia de la posicién de la vulva al extremo anterior en porcentaje (V) (88.1-92.3%
vs 84-86%) (Tabla 8). En machos espicula mas corta (23-27 um vs 40-42 um), guberniculo
mas pequefio (11.42 pm vs 13 pum).

Similarmente, 4. aristide es muy cercana morfolégicamente a 4. agropyri Kirjanova, 1955
(Tabla 8) y (Tabla 9). Difiere en la longitud de la hembra (1.3-2.3 mm vs 2.23-4.7 mm),
longitud del estilete (10-10.5 pm vs 10-12 pum), mayor porcentaje de la distancia de la
posicion de la vulva al extremo anterior en porcentaje (V) (88.1-92% vs 84-90%) , Saco
post-uterino menor de la distancia de la vulva al ano a diferencia de 4. agropyri cuenta con
saco post-uterino mayor de la distancia de la vulva-ano y cola bifurcada vs cola cénica con
puntaredondeada. En macho difiere en la longitud del cuerpo (1.1-1.4 mm vs 1.9-3.1 mm),

espicula mas corta (23-27 pm vs 33-40 um).

A aristide estd también estrechamente relacionado morfolégicamente con 4. microlaenae,
Steiner, 1938 (Tabla 8) y (Tabla 9), pero difiere en la longitud del cuerpo de la hembra
siendo mas corto (1.3-2.3 mm vs 1.3-3.0 mm), estilete més largo (10-10.5 pm vs 9 pm),

mayor porcentaje de la distancia de la posicién de la vulva al extremo anterior en
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porcentaje (V) (88.1-92% vs 87-88%). En longitud del cuerpo del macho siendo mas corto

(1.1-1.4 mm vs 1.1-2 mm), espicula mas corta (23-27 um vs 27-35 um).

Tabla 8. Caracteristicas morfometricas comparativas de hembras de Anguina aristide n sp. con

otras especies del género Anguina.

HEMBRAS n L 3 b [3 v Estilete Autor
Anguing aristide 20 1834 (1352-2387) 19(14.4-246) 106 (667-1581) 26.7 (18.8-346) 90.3 (88.1-8235) 10£0
Anguing woody 2100 (1,600-2,700) 174 (12-214) 11 {87-143) 32 (222-400) 89.3 (86-93.3) 112 (95-13.8) (Swartelai, 2004)
Anguina tatici 3000- 5200 13-30 98-25 24-63 70-95 80-110 {Krall, 1991)
Anguina egrostis 1390-2600 138254 12.6287 252-430 87-92 10120 (Krall, 1991)
Anguina funesta 1650 16.8-20.1 9.30-34 18.1-412 87.0-94 7.0-100 {Krall, 1991}
Anguing agropyri 2230-4780 16.6-25.7 145244 212-477 84.90 10-12.0 {Krail, 1991)
Anguina graminis - 1870-2700 18.7-200 90100 27.0-300 84-86 10 {Krali, 1991)
Anguing hyporrhenioe 10 1510-1840 1829 70113 25-34 90-92 7-0-80 (Krail, 1991)
Anguing danthoniae 120 1820-3090 121-162 79137 253-42.4 90-93.0 80125 {Krait, 1991}
Anguing spermophaga S 1700-1800 358376 83100 3335 87.91 66-74 {Kraii, 1991)
Anguing tumefaciens 7 1380-2060 201393 67109 170 86-92 88107 (krall, 1991}
Anguina pocific oe 26 1440-2580 19.4-332 81131 19.9-34.4 82-89 89-124 (Cid de! Prado y Maggenli, 1991)
Anguing poludicoia 1510-4400 18.8-33.2 85221 21.8-540 81-94 9.0-13 (Bertozzi y Davies, 2009)
Anguing microloence 1300-3000 12.0-190 9.0-190 15-32 87.88 9.00 {Krali, 1991)

Tabla 9. Caracteristicas morfometricas comparativas de machos de Anguina aristide n sp. con otras
especies del género Anguina.

MACHOS n L a b < Espicula Guberndculo Estilete Autor
Anguing oristide 20 1343{1196-1475) 24.68(20.3-29.5) 7.78 (6.9-898) 231 {208-25.2) 24.7(2327) 11.45{10-14) 10:0
Anguina woody 1600(1400-2100) 21.7 (15.2-29.6) 8.9(69-11.6) 235{20.532.4) 34.3(33.0-36.0) 12.3 (10.0-14.0) 11.4 (10.5120) (Swart et al., 2004)
Anguina teitici 1900-2500 2130 6313 17-28 35-40 10.00 80110 (Krall, 1991}
Anguing agrostis 1050-1450 238-300 6.5-89 215-28.5 2532 100130 10-120 {Krall, 1991)
Anguina funesta 780-1520 20.3-30.9 63095 161-249 1010 16028 9.0140 (Krall, 1991)
Anguina ogropyri 1910-3110 227292 106213 18.6-34.0 33.40 13-15 10120 {Krail, 1991)
Anguina graminis 1120-1580 210224 5.0-6.0 16.0-17.0 40-42 13 100 {Krali, 1991)
Anguing hyparrhenioe 10 1260-1390 31-39 6.69.6 2735 32.40 1318 6010 (Krall, 1991}
Anguino donthonige 120 1590-2350 16.2-21.4 85117 20.4-31.3 275-345 110175 10.5-14.0 (Krail, 1991)
Anguina spermophoga S 1590-2350 3135 9.0 21.6-24.0 36.8.42.3 14-184 5570 (krall, 1991)
Anguina tumefociens 1 1350-2030 237346 718 15246 34 13 80111 {Krali, 1991)
Anguing pocificoe 26 1910-3110 122-184 21.1-33.0 58-10.4 26.2-40.7 106155 93127 (Cid del Prado y Maggenti, 1991)
Anguina paludicola 1500-2490 183373 89-14.4 18.0-35.3 137 7013 8.012 (Bertozzi y Gavies, 2009)
Anguina microfoenoe 1100-2000 1727 B.0-14 16-26 735 9.010 8090 (keali, 1991)

3.5 CARACTERIZACION MOLECULAR

La amplificacién de la region ITS1-5.8S-ITS2 fue un producto de 820 pares de bases (pb)

aproximadamente (Fig.13), mientras que los segmentos de expansion D2-D3 del gen 28S

amplificé un producto de 920 pb (Fig.14), y en la regién parcial del gen 18S-ITS1-5.8S-
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parcial del ITS2 amplificé un producto de 644 pb (Fig.15), basado en la estimacion del
peso molecular usando un gel de electroforesis horizontal. La busqueda de homologia por
BLAST con secuencias del NCBI no confirmo la identidad de las secuencias, obteniendo
homologias muy bajas, 90% con Anguina graminis con acceso AF396351 en la region
ITS1-5.8S-1TS2, en los segmento de expansion D2-D3 del gen 28S identidad de 89% con
Anguina tritici (DQ328723) y la region parcial del gen 18S-1TS1-5.8S- parcial del ITS2 la
homologia fue de 84% con Anguina sp. con acceso (AF363103). Estos resultados
confirman que los especimenes detectados en pasto 4. divaricata corresponden a una

especie nueva.

Figura 14.Productos de PCR de los segmentos
de expansion D2-D3 del gen 28S del rDNA
usando los primers D2A y D3B. 1-2: Control (+) D.
dipsaci, 3-4: Control (-) Agua destilada estéril; 5-8:
Poblacion de Anguina aristide. M: Marcador
molecular 100 pb.

Figura 13.Productos de PCR del marcador molecular
1TS1-5.85-ITS2 del rDNA usando los primers AB28 y
TW81. 1-2: Control (+) D. dipsaci; 3-4. Control (-)
Agua destilada estéril; 5-10: Poblacion de Anguina
aristide. M: Marcador molecular 100 pb.

Figura 15.Productos de PCR de la regidn parcial 18-1TS1-
1.58S-parcial ITS2 usando los primers rDNA1.58S y rDNA2. 1-
2: Control (-) Agua destilada estéril; 3-7: Poblacién de Anguina
aristide. M: Marcador molecular 100 pb.
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3.6 PATRON DE RESTRICCION PCR-RFLP"s

Los perfiles de fragmentos obtenidos de la digestién enzimatica (PCR-RFLPs) de la region
18S parcial- ITS1-5.8S-parcial ITS2 mostraron los siguientes patrones: Alul 395 y 325.7
pb; Hhal 644 pb; EcoRI 644 pb; Hinfl 616,364 y 211 pby Tagl 627, 467 y 154 pb (Fig.16).
Todas las enzimas cortaron el fragmento amplificado de Anguina en pasto con un patrén de
digestion diferente a las repostadas en estudios previos similares Powers et al., (2001)
(Tabla 10). Estos resultados reafirman la hipotesis de que la especie detectada en paso de

Huamantla, Tlaxcala, México corresponde a una especie no descrita.

Figura 16. Patron de digestion con enzimas de restriccion de DNA amplificado por PCR de
Anguina aristide afectando pasto en Aristida divaricata utilizando los primers (rDNA1.58S y
rDNA2). 1 mm 100 pb. (4nguina aristide) testigo positivo sin digerir (1; (4/u 1) 2, 8 y 14; (Hha I)
3,9y 15; (EcoRI) 4. 10, 16; (Hinfl) 5, 11y 17; (Tag ) 6, 12 y 18.
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Tabla 10. Patron de restriccion enzimatica de especies de nematodos agalladores del género
Anguina (Powers et al., 2001) comparado con el obtenido en la poblacién de anguinidos de pasto A.
divaricata en Tlaxcala, México.

Muestra Aluli Hhal EcoRi Hinfl Taql
Anguina wevelli 550 550 301 249 375 129 46 357 135 58
A. agrostis 548 548 209 249 448 100 355 135 58
A. agropyronifloris 547 547 547 447 100 489 58
A. funesta 548 548 299 249 448 100 490 S8
A. graminis 548 548 548 249 199 100 490 58
A. microlaenae 550 550 301 249 449 52 49 357 135 58
A. pacificae 549 549 549 448 101 491 58
A tnitici 277 274 462 88 550 550 492 58
A.sp. Dactyks 550 550 550 252 198 100 347 135 58
A. sp. Agrostis 553 303 250 553 454 99 360 135 58
A. sp. Polypogon 553 553 553 454 99 360 135 S8
A_sp. Stipa 548 548 299 249 375 98 46 29 355 135 S8
A.sp. Astrebla 359 216 575 575 401 128 46 517 S8
A.sp. Holcus 550 550 301 249 450 100 303 135 58 54
Anguina aristide 385 3267 (2] (2] 616 364 211 627 467 184

3.7 RELACIONES FILOGENETICAS DE dnguina aristide n sp. CON OTRAS
ESPECIES DE ANGUINIDOS

Se realizaron las inferencias filogenéticas de los especimenes detectados en A. divaricata
con secuencias de otras especies de anguinidos con la region ITS1-5.8S-ITS2 y los

segmentos de expansion D2-D3 del gen 28S mediante inferencia Bayesiana.

El resultado obtenido de la alineacion multiple de secuencias de la regién ITS1-5.8S-1TS2,
del rDNA incluyeron 48 secuencias y una longitud de 850 pb. El arbol de consenso de
probabilidades superiores al 50% revelé una afinidad de Anguina aristide con Anguina

agropyri (AF39635), Anguina woodi (AY307122) y Anguina australis (AF396334) sin
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embargo, la poblacién de Huamantla, Tlaxcala se separa en un clade independiente con un
valor de soporte de 100% (Fig.17). Por otro lado, la alineaciéon de los segmentos de
expansion D2-D3 del gen 28S fue de 16secuencias y una longitud de 801 pb. EI arbol de
consenso de probabilidades superiores al 50%, ubicé a la poblacién mexicana en un clade

distinto con un valor de soporte de 100 % (Fig.18).

El resultado obtenido demuestra una nuestras secuencias de ambas regiones se enclada de
manera independe a los diferentes especies de nematodos agalladores reportados (Subbotin

et al., 2004; Powers et al., 2001).

El nematodo agallador que parasita Aristida divaricata comparte caracteres morfologicos y
morfométricos con otras especies de anguinidos, pero presenta ciertas caracteristicas
morfologicas distintivas que la difiere de otras especies descritas. La integracion de
caracteres fenotipicos, genotipicos y filogenéticos, permitieron delimitar a la poblacién

mexicana como una nueva especie (4nguina aristide n sp.).

El epiteto especifico 4. aristide hace referencia al hospedero detectado en zonas abiertas de
pastizales en bosques de pino y encino de valles altos de Huamantla, Tlaxcala. México
(Topotipo). Esta nueva especie fue confirmada por el Dr. Z. A. Handoo, taxénomo y
curador de la colecciéon nematologica del USDA, en Beltsville, Maryland, USA al cual

fueron depositados los holotipos de la nueva especie.
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Figura 17. Reconstruccion filogenética bayesiana de secuencias 1TS1-5.8S-1TS2 de nematodos
detectados en A. divaricata en Tlaxcala, México con secuencias de anguinidos depositadas en el
GenBank. Arbol consenso de probabilidades superiores al 50% generado a partir del modelo
complejo: GTR + G cuyos valores de soporte se muestran sobre los clades.

81



Afi-g sp Tlaxcala 194

100 Arguing sp Tiaxcala 195

90 Angurnia sp. Tlaxcala (96

Anguina tritici DQ328723

M miltefoli DQ328722

Hete .DQ328720

Subanguina radicicola DQ328721
94
Litytench, GUT27547

P

Ditylenchus dipsaci.FJ707361
86|

100 4 Ditylenchus dipsactFJ707360

Drtyfenchus dipsaci.FJ707362

100 Sub .DQ326724
Ditytenchus destructor EU400640
100 [

Dit EU400630

similis JNO91963

0.05

l Ditylenchus destructor EU400625

Figura 18. Inferencia filogenética bayesiana de secuencias de los segmentos de expansion D2-D3
del gen 28S del rDNA de poblaciones mexicanas de anguinidos afectando 4. divaricata en
Tlaxcala, México. Arbol de consenso de probabilidades superiores al 50% generados a partir del
modelo complejo: GTR + G con otras secuencias de anguinidos depositadas en el GenBank.

Valores de soporte se muestran sobre los clades.
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CAPITULO 4. IDENTIFICACION TAXONOMICA Y MOLECULAR DEL
NEMATODO AGALLADOR FOLIAR Orrina phyllobia AFECTANDO
TROMPILLO Solanum elaeagnifolium EN GUANAJUATO, MEXICO

El trompillo Solanum elaeagnifolium es una maleza perenne de la familia Solanaceae,
originaria del noreste de México y el suroeste de EE.UU (Robinson et al, 1978),
considerada como una planta invasora y se encuentra distribuida en casi todo el mundo
(EPPO, 2007). Esta planta invasora es de importancia econdémica en un gran namero de
cultivos sobre todo en agricultura intensiva del norte de la Republica Mexicana Asi mismo,
es considerada una especie ruderal como resultado de los habitats alterados por el hombrey
cominmente se puede encontrar en orillas de carreteras, campos de cultivo abandonados,
incluso en zonas urbanas (Vibrans, 2009). Debido a la gran capacidad de esta maleza para
fungir como reservorio de plagas y enfermedades, se han establecido medidas de manejo
cultural como parte de la regulacidn fitosanitaria para restringir el establecimiento y
dispersion de plagas (DOF, 1997). Dentro de los organismos asociados a S. elaeagnifolium
y que pudieran ser utilizados como posibles agentes de control biologico destacan
diferentes ordenes y familias de insectos, acaros eridfidos y nematodos. El nematodo
agallador foliar Orrina phyllobia fue reportado por Thorne (1934) como Ditylenchus
phyllobius (=Nothanguina phyllobia), y esta distribuido en el sur de Estados Unidos,
México y Sur de la India afectando esta maleza (Brzeki, 1991). Es considerado como un
parasito obligado y forma agallas sobre las hojas, por lo que pudiera ser utilizado como un
potencial método de control biologico de S. elaeagnifolium (Orr et al., 1975; Robinson et
al. 1978; Wapshere, 1988; Nickle, 1991). Si bien existe evidencia de O. phyllobia como un
prospecto agente de control biolégico para el trompillo, también existe la posibilidad de que
pueda afectar algunas otras especies de solandceas nativas y algunas cultivadas como la
berenjena S. melongena (Field et al., 2009). En México se carece de evidencia objetiva de
la presencia de este nematodo afectando esta maleza por lo que en esta investigacion se
propuso identificar y caracterizar morfoldgica y molecularmente poblaciones del nematodo

agallador foliar O. phyllobia en Guanajuato, México.
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4.1 MATERIALES Y METODOS

4.1.1 MUESTREO DEL MATERIAL BIOLOGICO

En el mes de Julio se realiz6 un muestreo dirigido a la maleza S. elaeagnifoliumcon
sintomas de agallas foliares (Fig. 19) en el cultivo de maiz y en zonas urbanas en el
municipio de San Luis de la Paz, Guanajuato, México. Las muestras fueron colectadas entre
las coordenadas Latitud:21°16'24.39"'N, Longitud: 100°29°35.17°W y Latitud:
21°18°33.41 N, Longitud: 100°31739.32""W.

Figura 19. Sintomas causados por el nematodo agallador foliar Orrina phyllobia en trompillo
Solanum elaeagnifolium. (A) y (B) distorsion y agallamiento de hojas

4.1.2 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION MORFOLOGICA

Las hojas deformadas y con agallas de S. elaeagnifolium fueron disectadas e incubadas en
agua destilada estéril a 22°C + 2 para favorecer la emergencia de los diferentes estadios
biologicos del nematodo (huevecillos, juveniles J2, machos y hembras). Para el estudio
morfologico, los nematodos fueron relajados en calor y se¢ montaron en agua-agar 2%
(Esser, 1986) para la examinacién al microscopio compuesto con contraste de fases

adaptado con un micrometro de platina y camara digital.
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4.1.3 PBEPARACION DE ESPECIMENES PARA MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO

Para el procedimiento y visualizacion de caracteres morfologicos de los nematodos por
medio de microscopia electrénica de barrido (SEM), las muestras se fijaron en solucion
formol-glicerol 8:2, por un periodo minimo de 24 hr y se realizaron cinco lavados con
solucion Sorensen (cacodilato de sodio 0.1 M y pH=7) cada 15 minutos. En una campana
de extraccion se colocaron 500 pl de tetradxido de osmio 1% por 2 hr, se decantd y se
volvi6 a efectuar cinco lavados con solucion Sorensen (Eisenback, 1985). Posteriormente
se deshidrataron engradientes de etanol (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100%). Se colocaron
los especimenes en sobres de papel filtro y se introdujeron a una camara de secado de punto
critico Quorum-Emitech K850. Una vez terminado el proceso de secado se colocan los
especimenes en un porta muestra y se observaron en un microscopio de barrido marca

Zeiss Sigma VP.

4.1.4 EXTRACCION DE DNA Y PCR

Se extrajo el DNA a través de especimenes individuales empleando el protocolo descrito
por Williams et al., 1992. Se amplificaron dos marcadores moleculares: 1. la regién del
ITS1-5.8S-1TS2 del rDNA utilizando los primers AB28 (5-
GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3") (Joyce et al, 1994) y TWS8l (3'-
ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-5") (Howlett er. al., 1992). 2. la amplificacion de los
segmentos de expansion D2-D3 del gen 28S con los primers D2A (5'-
ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3") y D3B (3-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-
57) (Nunn, 1992). La reaccion de la cadena de polimerasa (PCR) para los primers AB28 y
TWSI se realizé en un volumen final de 50 ul con los siguientes componentes: 5 pul de
buffer de PCR 10X, 3 pl de MgCl; 50mM, 1 pl mix de DNTP's 10mM, 2 pl de cada primer
a 10 uM, 0.5 ul de Taq polimerasa 5U/ ul, 5 pl de extraccion de DNA y 31.5 ul de H,O
libres de DNAsas & RNAsas. Las condiciones de termociclaje incluyeron una etapa de
desnaturalizacién inicial de 95°C durante 3 min seguido de 35 ciclos de 95°C durante 0.45
min, 57°C durante 0.30 min y 72°C durante 1.30 min, y finalizando con un ciclo a 72°C

durante 5 min (Skantar et al., 2007) modificado. La reaccion de la PCR para los primers
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D2A y D3B comprendi6 5 ul de buffer de PCR 10X, 3 ul de MgCl, 50mM, | ul mix de
DNTP’s 10mM, 2 pl de cada primer 10 uM, 0.5 ul de Taq polimerasa SU/ ul, 5 ul de
extraccion de DNA y 31.5 p! de H,O libres de DNAsas & RNAsas. Las condiciones de la
amplificacién fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial de 95°C durante 3 min,
seguido de 35 ciclos de 95°C durante 0.45 min, 55°C durante 0.45 min y 72°C durante 1
min, y finalmente con un ciclo a 72°C durante 5 min (Vovlas ef al., 2011) modificado. Los
productos amplificados se analizaron mediante electroforesis horizontal utilizando geles de
agarosa al 1.4% en solucion tampon 1X TAE, tefiidos con GelRed y visualizados en un

fotodocumentador Gel Doc EZ (BIORAD).

4.1.5 SECUENCIACION Y FILOGENETICA

Los productos de PCR fueron secuenciados mediante tecnologia Sanger, ensamblados y
editados con el programa CodonCode Aligner 4.2.7. Durante la edicién de los
electroferogramas fue importante revisar manualmente los posibles errores en la lectura de
las bases nitrogenadas de la secuencia de ADN y se eliminaron los primers. Obtenidas las
secuencias de poblaciones mexicanas, se realizé la bisqueda de homologia con secuencias
del GenBank (NCBI), utilizando el algoritmo BLAST para comprobar si las secuencias
generadas de los nematodos que causan agallas en S. elaeagnifolium pudieran ser similares
o iguales a otras secuencias reportadas. Las secuencias de ambos marcadores moleculares
junto con otras secuencias del GenBank fueron sometidas a una alineacién multiple con la
opcién de Clustal W (Thompson er al. 1994). La bisqueda del mejor modelo de sustitucion
para ambos marcadores fue realizado a través de Mr Modeltest 2.3 (Nylander, 2004) y
PAUP 4.0b10 (Swofford, 1998). El analisis filogenético para los dos marcadores se llevo a
cabo mediante inferencia bayesiana con MrBayes v3.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003),
con el modelo GTR+G, con un arbol de arranque aleatorio y se corrié con la Cadena de
Markov de Monte Carlo (MCMC) para 1 x10° generaciones, tomado muestras a intervalos
de 100. Dos carreras se realizaron para cada analisis. Después de desechar muestras burn-in
y la evaluacién de la convergencia, las muestras restantes se retuvieron para analisis

posteriores. Las topologias se utilizaron para generar un arbol con la regla de la mayoria de
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consenso 50% de probabilidades posteriores para determinar los valores de soporte de los

clades obtenidos. Los arboles se visualizaron utilizando Fig Tree (Rambaut, 2009).

4.2 RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.2.1 CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MORFOMETRICA

Las caracteristicas morfolégicas y morfométricas de hembras y machos coinciden con las
descripciones hechas por Brzeski (1991) para el nematodo agallador foliar Orrina phyllobia
(=Ditylenchus phyllobius). Hembra: Cuerpo corto y recto 692 pum (637-785) (Fig. 20B);
capsula cefalica plana en forma de tapon (Fig. 21 A y Fig. 21D), estilete pequefio 9 um (8-
9) con nédulos grandes (Fig. 20D); eséfago alargado, ausencia del bulbo medio; glandula
esofdgica se sobrepone al intestino; Campo lateral de cuatro incisuras (Fig. 21F); Ovario
extendido, oocitos en una o dos filas; saco post-uterino corto; cola aguda con punta
redondeada (Fig. 20F). Macho: Cuerpo corto y delgado 700 um (672-737) (Fig. 20A),
estilete delicado 9 pm (8-9) con nodulos grandes (Fig. 20C); capsula cefalica muy parecida
a la de la hembra (Fig. 21B); espicula corta 19.8 pm (18-21); bursa sub-terminal 58.3 um
(48-66) (Fig. 20E); cola con proyeccion con terminacion en punta (Fig. 21C). La tabla 11
muestra la caracterizacion morfométrica de la poblacion de O. phyllobia del estado de
Guanajuato, México y su comparacién con las poblaciones de Ditylenchus phyllobius
Arizona, E.U, citado por Nickle (1991) y la poblacion de Texas, E.U. Brzeski (1991).
Existen diferencias en los indices: a (Longitud del cuerpo/el diametro mayor del cuerpo) y
b’ (longitud del cuerpo/distancia de las glandulas esofagicas al extremo anterior del cuerpo
cuando esta sobrepuesto) ya que la poblacién mexicana posee valores mas altos que los

reportados.
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Figura 20. Micrografias del nematodo agallador foliar Orrina phyllobia.. (A) Macho; (B) Hembra:
(C) Region del csofago del macho; (D) Region del esofago de la hembra; (E) Cola del macho: (F)
Colay saco post uterino en hembra.
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Figura 21. Imagenes en SEM de Orrina phyliobia, (A) Vista lateral de la cabeza de la hembra; (B)
Vista lateral de la cabeza del macho: (C) Vista lateral de la cabeza del juvenil; (D) Region labial de
la hembra: (E) Campos laterales: (F) Cola del macho
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Tabla I1. Caracteristicas morfometricas comparativas de hembras y machos de Orrina phyllobia
procedentes de San Luis de la Paz Guanajuato, México con especies reportadas por Nickle, (1991) y
Brzeski, (1991).

Orrina phylobia (Guenajato, Méxco) Ditvienchus phyillobius (Nickle, 1991) Ditvlenchus phyllobius (Bracski1991)
Caracter

Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
n 20 20
1 6962 (637-785) 700 (672-737) (590-840) (670-800) 684 (592-83R) 750 (672-799)
a 31.6(22.5-39) 328(30-36 %) Q0-32) (27-34) 25(20-32) 29(27-38)
b TR(7.5-101) R6@R -9 (74-10.5) (7.0-97) 8.6(74-105 R5¢(7-97)
b 77(66-98) 84(798T) (4.1-6.5) (47-7.5) 55(4.1-6.5) 58(4.7-75)
© 183(17-19.6} 204¢197-224) (11.4-17.6) (16.3-19.2) 146(114-176) 181(163-192)
¢ 44(35-56) 4(37.45) (29-45) 2530 37(29-4.5) 28(25-3 1)
Estikte 9(8-9 989 (5-10) (9.0-10) (9-10) ©-10)
Espicubs - 198(18-21) - - - 205(19-22)
Bursa . 58 3 (48-66)
Gubermacu
v 79.2(78-81) - (78-85) - 81 (78-84)
v 89.5 (85-92) - (85-89) - 87(85-89)

4.2.2 CARACTERIZACION MOLECULAR Y FILOGENETICA

La amplificacion de las regiones ITS1-5.8S-1TS2 del rDNA y segmentos de expansion D2-
D3 del gen 28S produjeron un fragmento de 850 pb y 900 pb respectivamente basado en
electroforesis en gel de agarosa (Figs. 3 y 4). La basqueda de homologia por BLAST con
secuencias del NBCI para la region ITS1-5.8S-ITS2 del rDNA muestra un 99% de
identidad con D. phyliobius (AF363112) y para los segmentos de expansion D2-D3 del gen
28S no existen secuencias de este nematodo en el banco de genes del NCBI sin embargo, el
blasting muestra un 78% de identidad con Ditylenchus gallaeformans (KF494346), un
nematodo que ocasiona sintomas similares en malezas tropicales del género Miconia en
Brasil y Costa Rica (Oliveira ef al., 2012). Las secuencias fueron depositadas en el Centro
Nacional de Informacion Biotecnologica (GenBank), para la region del gen ITS1-5.8S-
ITS2 DNAr fueron asignados los nimeros KT192615 y KT192616 y para segmento de
expansién D2-D3 del 28S rDNA KT192617 y KT192618.
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Figura 22. Productos de PCR usando los primers  Figura 23. Productos de PCR usando los primers

AB28 y TW8I; 1-2: Control (+) Ditylenchus dipsaci, D2A y D3B; 1-2: Control (+) Ditylenchus

3-4 control (-) Agua destilada estéril; 5-10 poblacion  dipsaci; 3-4 control (-) Agua destilada estéril, 5-8

de O. phyflobia. M: Marcad or molecular 100 pb. poblacion de O. phyllobia. M. Marcador
molecular 100 pb.

La secuencia obtenida de la region ITS1-5.8S-ITS2 del rDNA sirvié para confirmar la
identificacion de O. phyllobia como el agente causal del agallamiento foliar de S.
elaeagnifolium, utilizando como referencia la secuencia de D. phyllobius (Powers et al.,
2001). Por otro lado, la reconstruccion filogenética con los segmentos de expansion D2-D3
de la poblacion mexicana indica cierta cercania con D. gallaeformans, aportando

marcadores moleculares para estos segmentos para el diagnostico de esta especie.

El andlisis filogenético de O. phyllobia se infirio a partir de la region ITS1-5.8S-ITS2 de un
alineamiento multiple que incluyé 37 secuencias utilizando Radopholus similis
(GQ281456) como grupo externo. El conjunto de datos comprendié 869 caracteres. La
reconstruccion filogenética bayesiana ubicé a la poblacion mexicana de O. phyllobia en un
clado independiente con un valor de soporte de 96.96 % junto con D. phyliobius (=O.
phyllobia) AF363112 (Fig. 24). En lo que respecta a la inferencia de los segmentos de
expansion D2-D3 del gen 28S, el alineamiento maltiple incluy6 21 secuencias y utilizando
Radopholus sp (HQ823572) como grupo externo. El conjunto de datos incluyé 807
caracteres nucleotidicos. Debido a que no existen secuencias de este marcador molecular en
el banco de genes para este nematodo, la poblacion mexicana de O. phyliobia y las
secuencias del GenBank de otras especies de anguinidos formaron agrupaciones

independientes con un valores altos de soporte (Fig,. 25).

Si bien existe evidencia de O. phyllobia como un prospecto agente de control bioldgico

para el trompillo, también existe la posibilidad de que pueda afectar algunas otras especies
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de solanaceas nativas y algunas cultivadas como la berenjena S. melongena(Fieldet al.,
2009). Se sugiere para estudios futuros determinar cudl es el comportamiento de O.

phyllobia al ser inoculado en diferentes especies cultivadas para determinar el rango de

hospederos.

Dtylenchus askenasy! (Caliergon cordiobum, AF396337)
—m{ Ditylenchus askenasyi (Callergon cordhfolium, AF396336)
|~ Subanguina radicicols (AF 396367)
Hetervanguine graminophila (AF 396318)
100| Dityfenchus ggas (Vicia faba, HQ218231)
—{ Ditytenctus gigas (Vicia faba, HQ219233)
P Ditylenchus oncogenus (Sonchus, KF§12016)

100

Dtylenchus oncogenus (Taraxacum offcnale, AY574302)

Diylenchus sp (Crepes, AY574303)
DRylenchus dipsaci (Phiox drummonds, AYS74291)
Ditylenchus dipsaci (Atum sativum, DQ520932)
1 Dtylenchus dipsaci (Medicago sativa, AY574297)
Ditylenchus dipsaci (Medicago sativa, AF 396320)
98|l F Ditylenchus dipsecr (Zea mays. AY574294)
Dtylenchus dipsaci (Beta vigaris, AYS74209)
Ditylenchus dipsaci (Trifokum pratense, AF396319)
Ditylenchus sp. (Plantago martima, AY574267)
Fi Ditylenchus sp. (Plartago martima, AY574288)
-Mesoanguina picricks (AF396326)
Lo Dtvienchus gallaeformans (Micania calvescens, JQ429778)
—[ Ditylenchus gakaeformans (Miconia cavescens, JO429779)
Ditylanchus destructor (Solanum huberosum, KC323224)
Oy destructor , KCO23223)
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Figura 24. Inferencia filogenética bayesiana de secuencias de O. phyllobia procedentes de San Luis
de la Paz, Guanajuato, México. Arbol consenso de probabilidades superiores al 50% de la
alineacion ITS1-5.85-1TS2 generados a partir del modelo complejo: GTR + G con secuencias de
otras especies de anguinidos depositadas en el GenBank. Los valores de soporte son especificados
en cada uno de los clades.
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Figura 25. Reconstruccion filogenética bayesiana de secuencias de los segmentos de expansion D2-
D3 del gen 28S de O. phyllobia detectada en San Luis de la Paz, Guanajuato, México. Arbol
consenso de probabilidades superiores al 50% de la alineacion de los segmentos de expansiéon D2-
D3 generados a partir del modelo complejo: GTR + G con otras secuencias de anguinidos
depositadas en el Genbank. Valores de soporte se muestran sobre los clades.
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CAPITULO 5. DIAGNOSTICO MOLECULAR DEL NEMATODO
AGALLADOR Anguina tritici A TRAVES DEL ANALISIS PCR-RFLP EN
TRIGO Triticum aestivum L.

El nematodo agallador del trigo Anguina tritici fue reportada por Turbevill Needham en
1743, como el primer nematodo pardsito de las plantas que fue observado y descrito
(Lehman, 1979). Este nematodo agallador de la semilla afecta con mayor frecuencia a los
granos de trigo y centeno pero también puede atacar avena y cebada. Debido a que son
afectadas las semillas, representa un serio riesgo en la diseminacion a zonas libres como
producto de la comercializacion entre paises de diferentes continentes. Anguina titrici es
considerado un nematodo endoparasito cuando se alimenta en los tejidos de los puntos de
crecimiento de las hojas. Mas tarde, los juveniles penetran en los botones de las flores en el
momento del brote floral y comienzan a alimentarse como endoparésitos. Este patogeno
provoca agallas en los granos de trigo, causando pérdidas significativas del rendimiento en
zonas consideradas como centro del origen de cereales como paises del Medio Oriente

(Evans et al., 1993).

En el estado de Baja California, México en el ciclo agricola 1981-1982, se detectd un brote
de infestacion del nematodo de cuarentena Anguina tritici atacando Triticum aestivum var.
Nacozari, que presento agallamiento decoloracion café-oscura de los granos. Al disectar las
agallas se encontraron un promedio de 25,000 nematodos en el segundo estadio juvenil por
grano (Nieto y Delgado, 1984). Las medidas fitosanitarias implementadas para erradicar el
brote de 4. tritici en México permitieron mantener bajo control este problema sin embargo,
se sigue reglamentando la movilizacion de semilla de trigo de importacién mediante la
NOM-017-FITO-1995 por la que se establece la cuarentena exterior para prevenir la

introduccion de plagas del trigo (DOF, 1996).

Con la finalidad de proporcionar herramientas de diagnostico alternativos, se realizé un
estudio molecular con semillas infectadas por este nematodo detectados en México a
principios de la década de los 80°s y que forman parte de la coleccion de referencia del

laboratorio de Nematologia del Centro Nacional de Referencia-SENASICA.
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5.1 MATERIALES Y METODOS

5.1.1 EXTRACCION DE DNA A PARTIR DE ESPECIMENES
INDIVIDUALES

Las semillas de trigo infectadas con A. ririci fueron incubadas por 2 hr en agua destilada
estéril. Unas vez que las semillas fueron hidratadas, estas fueron disectadas para permitir la
liberacion de huevecillos, juveniles J2. Se colocaron individualmente los especimenes en
10 pl de buffer de extraccion de DNA (10 mM Tris-HC, pH 8.0, 2.5 mM MgCl,, 50 mM
KCl, 0.45 % Tween 20; 0.05% gelatina) sobre un cubreobjetos limpio. Se macero
individualmente el nematodo con una punta de micropipeta bajo el microscopio
estereoscopico y se mezclo la solucion buffer de extraccion-nematodo con la micropipeta.
Se transfiri la solucién a un tubo de microcentrifuga de 200 uly se congel6 a -40°C por 30
min. Pasado el tiempo de congelacion, se incubd inmediatamente a 65°C por 1 hora. Se dio
vortex al menos una vez durante el periodo de incubacion y se agrego 0.1 pul Proteinasa K
(60 pg/ml) faltando 10-15 min para terminar la incubacion. Se incub6 a 95°C por 15 min
para inactivar la Proteinasa K), y se enfrio a 4°C. Se utilizaron 5 pl del extracto crudo de

DNA para la reaccion de PCR. (Williams e al., 1992, Thomas et al., 1997).

5.1.2 REACCION DE PCR PARA LA AMPLIFICACION DE LA REGION
PARCIAL DEL GEN 18S-ITS1-5.8S Y PARCIAL DEL ITS2

Se realiz6 la amplificacion por PCR de la region parcial del gen 18S-1TS1-5.8S y parcial
del ITS2 del DNA  empleando los  primers rDNA1.58S  (3'-
GCCACCTAGTGAGCCGAGCA-5") y rDNA 2 (5"-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3")
(Powers et al., 2001).

El volumen de reaccion fue de 50 plcon los siguientes componentes: buffer de PCR 1X
(Invitrogen), MgCl, 1.7 mM, Mix dNTP’s 200 pM, Primer 1 (rDNA1.58S) 18 pM, Primer
2 (rDNA2) 18 pM, Tag Polimerasa 5 U/ul y 5.0 ul DNA. Las condiciones de termociclaje
fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 min, desnaturalizacion a 94°C por 1 min,
anillamiento a 57°C por 1 min, extension a 72°C por 2 min. por 40 ciclos y extension final a

72°C por 5 min. (Szalanski er al., 1997). El producto final de PCR fue analizada mediante
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electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1.4% teiiido con GelRed (Biotium) y se

visualizé en un fotodocumentador Gel Doc EZ (BIORAD).

5.1.3 PCR-RFLP's DE LA REGION PARCIAL 18S-ITS1-5.8S

El producto final amplificado por PCR de la region parcial 18S-ITS1-5.8S-ITS2 parcial, se
realizé una digestion enzimatica con las enzimas Alul, Hhal, EcoRI, Hinfl y Taql, a una
temperatura de incubacion de 37°C con excepcion de la enzima Tag/ que se incubo a 65°C,
por un periodo de 3 h. El volumen final de cada digestion fue de 20 ul con los siguientes
componentes: buffer de digestion 2 pl, 1 pl de la enzima a 10 U/ul, 10 ul de producto de
PCR y 7 ul de agua destilada estéril (Powers ef al., 2001).

5.2. RESULTADOS Y DISCUSIONES

El producto amplificado de la region parcial 18S-1TS1-5.8S-1TS2 parcial fue de 596 pb
aproximadamente (Fig. 26). El perfil de restriccion de la digestion enzimatica (PCR-
RFLPs) proporcionaron los siguientes patrones: Alufl 288, y 235.7 pb; Hhal 510 pb; EcoRl
640 pb; Hinfl 640 pb y Taq/570 y 90 pb., (Fig. 27) lo cual corroboré molecularmente la

especie A.tritici de acuerdo a los patrones enzimaticos obtenidos por Powers et al., (2001).

Figura 26. Productos de PCR de la region parcial 18-1TS1-1.58S-parcial ITS2 usando los primers
tDNAL.58S y rDNA2. 1-2: Control (-) Agua destilada estéril; 3-9: Poblacion de Anguina tritici. M:
Marcador molecular 100 pb.
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Figura 27. Digestién con enzimas de restriccion de DNA amplificado por PCR de DNA de
Anguina tritici poblacion de Ensenada, Baja California. México, utilizando los primers rDNA1.58S
y tDNA2. M: Marcador molecular 100 pb. 1. Anguina tritici testigo positivo sin digerir; (Alu ) 2;
(Hha ) 3; (EcoRI) 4; (HinfT) 5; (Taq I).

Los patrones de PCR-RFLPs permitieron separar la especie de Anguina tritici de las demas
especies. Este método es facil y confiable para el diagndstico de nematodos anguinidos
transmitidos por semilla botanica ya que se tienen restricciones cuarentenarias en la

movilizacion de semilla.
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CAPITULO 6. DETECCION E IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y
MOLECULAR DEL NEMATODO Ditylenchus dipsaci (NEMATA:
ANGUINIDAE) ATACANDO ALFALFA EN JALISCO, MEXICO

El género Ditylenchus Filipjev, 1936, comprende alrededor de 90 especies descritas y un
gran numero de razas fisiologicas, muchas de ellas probablemente representando un
complejo de especies dificiles de diferenciar debido a su gran similitud morfolégica
(Andersson, 1971; Duncan y Moens, 2006). La gran mayoria de las especies poseen héabitos
micofagos y algunos son parasitos de plantas entre ellas D. angustus, D. africanus, D.
gigas, D. destructor y D. dipsaci (Wendt et al. 1993). Esta Gltima especie es conocida
como nematodo foliar o de los bulbos y es la de mayor importancia econémica debido a las
pérdidas economicas que ocasiona. Los habitos alimenticios de endoparasitismo obligatorio
hacen que sea considerado un polifago de excelencia ya que afecta partes aéreas y
subterraneas como bulbos, cormos, tubérculos y rizomas (Caubel y Pedron, 1976). El
cultivo de alfalfa también puede ser afectado por poblaciones de D. dipsaci, ya que
parasitan los brotes y pueden causar la muerte de plantulas jovenes. Al afectar la semilla
botanica, representa un riesgo en la diseminacion a zonas donde no se encuentre presente

(Gray et al., 1994; Milano de Tomasel y Mclntyre, 2001).

Durante 2014, el Programa Nacional de Vigilancia Epidemiologica Fitosanitaria del
SENASICA en el estado de Jalisco realizé un muestreo en el cultivo de alfalfa (Medicago
sativa L.) con crecimiento reducido, acortamiento de entrenudos, deformacién y
decoloracién de brotes y hojas. Estos sintomas son sospechosos a nematodos de
importancia cuarentenaria por lo que el objetivo del trabajo fue la determinacion

taxondmica, molecular y la relacion filogenética del nematodo foliar afectando este cultivo.
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6.1 MATERIALES Y METODOS

6.1.1 MUESTREO DEL MATERIAL BIOLOGICO

El muestreo fue realizado en campos de alfalfa de la localidad Cuyacapan, Atoyac, Jalisco
localizadas entre las coordenadas Latitud: 19.974489° N y Longitud: -103.5276407° W. Se
colectaron siete muestras de plantas completas con raices, tallos, hojas que presentaban

sintomas sospechosos a nematodos foliares de importancia cuarentenaria.

6.1.2. EXTRACCION DE NEMATODOS

Las plantas fueron disectadas de 1-2 cm aproximadamente tanto de raices como de follaje y
se incubaron por 4 h en agua destilada estéril a 20£2°C con 3 tratamientos: 1. raices, 2.
hojas+brotes y 3 tallos. Transcurrido el tiempo se procedi6 a realizar la observacion de los

nematodos fitoparésitos que emergieron de los tejidos bajo microscopio estereoscopico.

6.1.3. IDENTIFICACION TAXONOMICA

Se realizé la taxonomia ftradicional de los especimenes detectados, para esto se
seleccionaron hembras y machos, se anestesiaron con calor de mechero de alcohol y
colocados en medio de montaje agua-agar al 2% (Esser, 1986). Se¢ determinaron las
caracteristicas morfologicas y morfométricas para la identificacion del género. Para la
identificacion de la especie se tomaron mediciones de los caracteres de diagnostico y la
obtencion de los indices de Man. Se tomaron micrografias con una camara digital AxioCam
ICcl (Carl Zeiss) adaptado al microscopio compuesto (Axiostar Plus de Carl Zeiss) y
utilizando los objetivos de 20 y 100X. Las mediciones fueron realizadas con el programa

AxioVision Rel 4.8 (Carl Zeiss).
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6.1.4. IDENTIFICACION MOLECULAR

6.1.4.1EXTRACCION DE DNA A PARTIR DE ESPECIMENES
INDIVIDUALES

La extraccion de DNA se realiz6 a través del método propuesto por Williams ef al., 1992 y
Thomas et al., 1997 (modificado) utilizando los especimenes individuales previamente
analizados por taxonomia tradicional. Los nematodos fueron recuperados del medio de
montaje y colocados en 10 pl de buffer de extraccién (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 2.5 mM
MgCl;, 50 mM KCI, 0.45 % Tween 20; 0.05% gelatina) sobre un cubreobjetos limpio. Se
macerd el espécimen con una punta de micropipeta bajo el microscopio estereoscopico y se
mezclé la solucion buffer de extracciéon-nematodo con la micropipeta. Se transfirid la
solucién a un tubo de microcentrifuga de 200 pl y congelé a -40°C por 30 min. Pasado el
tiempo de congelacion, se incubaron inmediatamente a 65°C por 1 h dando vortex al menos
una vez durante la incubacion y se agregé 0.1 ul de Proteinasa K (60 pg/ml) faltando 10-15

min. Se incub6 a 95°C por 15 min para inactivar la Proteinasa K y se conservo a - 20°C.

6.1.4.2 REACCION DE PCR PARA LA AMPLIFICACION DE LA REGION
ITS1-5.8S-1TS2 Y LOS SEGMENTOS DE EXPANSION D2-D3 DEL rDNA

Se utilizaron 5 pul del extracto crudo de DNA para amplificar dos marcadores moleculares:
1. La region ITSI-5.8S-ITS2  empleando los  primers AB28  (5'-
GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3") (Joyce et al., 1994) y TW81 (5-
ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3") (Howlett er. al, 1992).2. Amplificacion de los
segmentos de expansion D2-D3 del gen 28S empleando los primers D2A (5°-
ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3") y D3B (5-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-
3") (Nunn, 1992).

Las reacciones de la PCR se realizaron en tubos de microcentrifuga de 200 pl en un
volumen total de 50 ul. Para la amplificacion de ITS1-5.8S-ITS2, la reaccion consté de los
siguientes componentes: buffer de PCR 1X (Invitrogen), MgCl, 3 mM, Mix dNTP's 200
uM, Primer 1 (TW81) 0.4 uM, Primer 2 (AB28) 0.4 uM, Tag Polimerasa 2.5 U/uly 5.0 pul

DNA. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador i-Cycler (BIO-RAD) bajo las
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condiciones de termociclaje: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min, 34 ciclos de
desnaturalizacién a 95 °C por 45 seg., anillamiento a 57 °C por 30 seg., extensién a 72 °C
por 1.30 min., y finalmente una extension final a 72 °C por 5 min.(Skantar et al., 2007)

modificado.

Respecto a los segmentos de expansién D2-D3 del gen 28S, los componentes de reaccion
fueron: buffer de PCR 1X (Invitrogen), MgCl, 3 mM, Mix dNTP’s 200 uM, Primer 1
(D2A) 0.4 puM, Primer 2 (D3B) 0.4 pM, Taq Polimerasa 2.5 U/ul y 5.0 ul DNA. Las
condiciones de termociclaje fueron: desnaturalizacién inicial a 95 °C por 3 minutos, 34
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 45 seg., anillamiento a 55 °C por 45 seg., extensién
a 72 °C por | min,, y finalmente una extension final a 72 °C por 5 min. (Marek ef al., 2010)
modificado. Los productos de PCR de ambos marcadores fueron analizados por
clectroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1.4% teflido con GelRed (Biotium) y

visualizados en un fotodocumentador Gel Doc EZ (BIORAD).

6.1.4.3. PCR-RFLP’'s DE LA REGION ITS1-5.8S-1TS2

Los productos amplificados fueron digeridos con las enzimas de restriccion Rsal y Hinfl. E|
volumen final de reaccién fue de 20 pl con los siguientes componentes: 2 pul de buffer de
digestién, I pl de la enzima, 7 pl de producto de PCR y 10 pl de agua destilada estéril
grado biologia molecular. Se incubaron las muestras a 37°C para favorecer la digestién por
3 h y se analizaron mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa ultrapura-1000 al

2.5% tefiidos con GelRed y visualizados en el fotodocumentador Gel Doc (BioRad).

6.1.4.4. SECUENCIACION, BIOINFORMATICA Y ANALISIS
FILOGENETICO

Los productos amplificados fueron secuenciados por el método de Sanger en el Centro
Nacional de Referencia Fitosanitaria, SENASICA-SAGARPA. Las secuencias sentidas y
antisentidas”forward™ y “reverse™ fueron ensambladas, editadas y secuencias de primers

eliminadas con €l programa CodonCode Aligner 4.2.7. Se revisaron los posibles errores en
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la lectura de las bases nitrogenadas de la secuencia de los electroferogramas. La edicion y

correccion se realizo de manera manual en los casos en que fueron necesarios.

Se realiz6 BLASTING para determinar homologia con secuencias depositadas en el
GenbanK. Para la realizacion de las inferencias filogenéticas, las secuencias de poblaciones
mexicanas y algunas depositadas en el banco de genes fueron sometidas a una alineacion
multiple con CLUSTAL W 2.3 (Thompson ef al., 1997). La busqueda del mejor modelo de
substitucion para inferencia bayesiana se realizdo en Mr modelitest 2.3 (Nylander, 2004) y
PAUP 4 (Swofford 1998). Se utilizaron los criterios de MrBayes v.3.2 (Huelsenbeck y
Ronquist 2001), ejecutando cuatro cadenas para 1,000,000 generaciones. En las cadenas de
Marcov se tomaron muestras a intervalos de 100 generaciones. Por cada andlisis se
ejecutaron dos corrimientos utilizando el modelo HKY+G. El primer 20% de los arboles
muestreados fueron eliminados de todos los andlisis y los arboles restantes fueron usados
para calcular el drbol consenso por la regla de la mayoria del 50% y las probabilidades
posteriores fueron proporcionadas para cada clado. Los arboles fueron graficados con

FigTree v1.3.1 (Rambaut, 2009).

6.2 RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.2.1. SINTOMAS DE INFECCION Y EXTRACCION DE NEMATODOS

Todas las muestras alfalfa presentaron sintomas de reduccion del crecimiento, acortamiento
de entrenudos, deformacion de brotes (Fig. 28 A) y hojas asi como decoloracion de foliolos
(“hojas albinas”) (Fig. 28 B). En tratamiento de incubacion de raices sélo se detectaron
nematodos saprofitos mientras que los tratamientos de hojas, brotes y tallos se detecté un

gran numero especimenes activos del género Ditylenchus.
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Figura 28. Sintomas producidos por el nematodo D. dipsaci en alfalfa en Cuyacapan, Atoyac.
Jalisco. A) Deformacion de hojas y acortamiento de entrenudos B) Decoloracion de foliolos
(“hojas albinas™).

6. 2. 2. IDENTIFICACION TAXONOMICA

Para la determinar la identidad de la especie involucrada en la sintomatologia observada en
alfalfa, se utilizaron los valores reportados por Hooper, 1972: Decker, 1969, Sturhan &

Brzeski 1991, para especies del género Dinlenchus.

Los especimenes presentaron las caracteristicas siguientes: Hembras: cuerpo delgado.
region cefalica baja ligeramente aplanada, regién glandular sin sobreposiciéon marcada,
bulbo medio muscular con valvula bien definida (Fig. A). Estilcte pequefio y débil con
nodulos bien desarrollados (Fig. B). saco postuterino con una longitud de ‘% de la distancia
entre la vulva y el ano (Fig. D). Machos: cuerpo delgado (Fig. F). relativamente mas
pequefios que las hembras; espiculas y gubernaculo simple de tamafio moderados y con
bursa que cubre aproximadamente el 75% de la cola (bursa leptoderan) (Fig. E). Tanto en
hembras como en machos se observo un campo lateral con 4 incisuras (Fig. ¢) y cola conica
aguda conterminacion en punta de lapiz (Figs. A y F). Estas caracteristicas morfologicas y
morfométricas concuerdan con las reportadas para el género Ditylenchus. Para la
identificacion a nivel de especie fue necesario realizar las mediciones de los caracteres de

diagnéstico y la obtencion de los Jindices de Man (Tabla 12). Como resultado de la
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comparacion de las mediciones e fndices de Man con los valores de referencia
mencionados por Hooper, 1972: Decker. 1969 y Sturhan & Brzeski 1991, la especie

corresponde al nematodo foliar o nematodo de la Alfalfa D. dipsaci sensu stricto.

Figura 29. Micrografias de caracteres de diagnostico para nematodos detectados en Alfalfa de
Cuyacapan. Atoyac, Jalisco México a) hembra, B) region anterior y estilete. C) campos laterales
(4), D) saco post-uterino, E) cola aguda y bursa leptoderan., F) macho
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Tabla 12. Morfometria de especimenes de Ditylenchus detectados en plantas de alfalfa procedentes
de Cuyacapan, Atoyac, Jalisco, México (Todos los valores estan dados en jtm excepto V y T, los
cuales estan dados en porcentaje).

VALORES DE ESPECIMENES VALORES DE REFERENCIA PARA D. dipsaci

PARAMETROS DE MEDICION DETECTADOS & 8 (Hopper, 1972; Decker, 1969; Sturhan & Brzeski
0 INDICES DE MAN} 1991)
n=10 n=1§ ? ?
1190.41123.6 1109.4£101.5 1000 - 1700 1000 - 1500
Longitud total 1056.7-1418.0 957.3-1260.0
) 30.8:22 270423 " ‘
Ancho maximo cuerpo 28.0-346 23.6-30.0
i 10.1£0.5 9.910.2 (10.0-13.0) (9.0-12.0)
Long. estilete 95-10.8 95101
Long. eséfago a la union 172.3:17.8 178.4120.4 . .
esofago-intestinal 134.3-2194 153.4.2150
90.1£12.4 857143 95-105 *
Longitud de cola 7731111 80.1-93 1
63.9+115 - 172 la distancia wilva-ano .
Long. saco postuterino (PUS) 46.9-825
143.6123 4 - 1 3/4-2 1/4 1a longitud de la -
Long. wiva-ano 942.176.4 cola
: 952.6490.5 - . .
Long. region cefalica-wiva 8442-1154.8
Relacion entre long. de wiha- 2.3£0.5 - 2 -
anoflong. PUS 1.7-32
. - 214119 - 20-28
Long. espicula 19.1-24 0
- 75410 - (8.0-11.0)
Long. gubemaculo 6.4.90
Long. de cloaca a parte mas - 672.1£1162 - :
alejada del testiculo. 491.9-8014
38.7:32 412423 30264 354-53.5
a 334-464 38.0-437
7.0407 6.310.7 6.0-8.8 5578
b 6.0-8.4 5574
13.3+1.0 129+1.0 13.3-19.5 12-173
c 11.1-153 11.9-14.7
80012 - 79-86 -
v 78.9-822
- 6104112 - 65-72
T 39.0-69
2=Hembras
&= Machos

- = No aplica

*
= Valor no disponible en literatura de referencia
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6.2.3 CARACTERIZACION MOLECULAR Y FILOGENETICA
6.2.3.1. AMPLIFICACION DE LOS MARCADORES DEL rDNA

La amplificacién de la region ITS1-5.8S-ITS2 y segmentos de expansion D2-D3 del gen
28S del rDNA produjeron un fragmento de aproximadamente 750 pb (Fig. 30) y 780 pb
respectivamente (Fig. 31).

Figura 30. Amplificacion de la region /7SI- gen 5.8S-17TS2 del rDNA de D. dipsaci detectado en
Alfalfa. M: marcador molecular de 100 pb; 1-6: amplificado a partir de extraccion individual de
DNA de D. dipsaci s.s.; 7y 8: controles negativos (H,0 estéril grado PCR); 9 y 10: control
positivo de D. dipsaci s.s. (ajo) amplificando en un fragmento de 750 pb.

Figura 31. Amplificacion de segmentos de expansion D2y D3 del gen 28S del rDNA. M: marcador
molecular de 100pb; 1-6: amplificado a partir de extraccién individual de DNA de D. dipsaci s.s.
encontrados; 7 y 9: control negativo (0H,O estéril grado PCR); 9 y 10: control positivo de D.
dipsaci s. s. amplificando en un fragmento de 780 pb.
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6.2.3.2. PATRON ENZIMATICO PCR-RFLP’s

La digestion del producto de PCR de la region ITS1-5.8S-1TS2 con la enzima Rsal se
produjeron 4 fragmentos: 335, 280, 200 y 132 pb (Fig. 32) y con Hinfl se obtuvieron dos
fragmentos: 400 y 300 pb (Fig. 33). El patrén de digestion coincide con el presentado por el
nematodo de los bulbos D. dipsaci s.s. en ajo para ambas enzimas sin embargo el patron de
digestién del nematodo D. dipsaci s.s. detectado en alfalfa con la enzima Rsal/ mostré un
fragmento adicional de 200 pb. Es conocida la gran variabilidad patogénica de D. dipsaci
manifestada en varias razas o patotipos representados por el hospedero que afecta, de esta
forma basado en el patrén de restriccion de Rsal pudiera indicar que el nematodo foliar y de

los bulbos D. dipsaci s.s. detectado en este hospedero se tratase de la raza alfalfa.

Figura 32. Digestion enzimdtica de productos de PCR de la region /7S/-gen 5.8S-1TS2 del rDNA
con la enzima Rsal. M: marcador molecular de 50 pb; I y 12: Producto de PCR sin digerir; 2-4, 6-8:
Digestion con Rsal produciendo fragmentos de 335, 280, 200 y 132 pb, y 5: Digestion con Rsal de
control positivo de D. dipsaci s.s. (ajo); 9: marcador molecular 100 pb, 10 y 11: Digestion con Rsal
de D. dipsaci s.s. (ajo) originando fragmentos de 335, 280 y 132 pb.
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Figura 33. Digestion enzimatica de productos de PCR de la region ITSI-gen 5.8S-1TS2 del rDNA.
M: marcador molecular de 50 pb; 1 y 12: Producto PCR sin digerir; 2-8: Digestion con Hinfl
produciendo fragmentos de 400 y 300 pb, 9: marcador molecular 100 pb. 10 y 11: Digestién con
Hinfl de D. dipsaci s.s.(ajo) originando fragmentos de 400 y 300 pb.

6.2.3.3. HOMOLOGIA POR BLASTING Y ANALISIS FILOGENETICO

La busqueda de homologia por BLAST con secuencias del NBCI para la regiones ITS]-
5.85-ITS2 y los segmentos de expansion D2-D3 del gen 28S ambos del rDNA de D.
dipsaci de Cuyacapan, Atoyac, Jalisco, México, muestran un 99% de identidad con un
conjunto de secuencias de D. dipsaci depositadas en el GenBank de diferentes hospederos y

regiones del mundo.

El andlisis filogenético se realizd inicialmente con un alineamiento maltiple de 37
secuencias y utilizando D. destructor (EF20813) como grupo externo. El conjunto de datos
comprendi¢ 1113 caracteres. La reconstruccion filogenética fue muy similar a la topologia
reportada por diferentes autores (Subbotin et al., 2005; Castillo et al., 2007; Jeszke et al.,
2014). La poblacion mexicana de D. dipsaci enAlfalfa, se agrup6 en el clade sensu stricto
diploide de D. dipsaci (Fig. 34). Se observo similar tendencia en la inferencia a partir de las
secuencias de los segmentos de expansion D2-D3 del gen 28S rDNA de un alineamiento

multiple incluye 28 secuencias (Fig. 35).
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AY574294 D. dipsaci Zea mays Alemania \
AY574293 D. dipsaci Avena sativa Alemania
AY574297 D. dipsaci Medicago sativa Alemania
AF396320 D. dipsaci Medicago sativa Estonia
AY574290 D. dipsaci Allium cepa ltalia
AY574292 D. dipsaci Digitalis lutea Alemania
AY574291 D. dipsaci Phlox drummondii Alemania
AY574298 D. dipsaci Allium sativum Israel
DQ492957 D. dipsaci Cichorium inthybus Eslovenia
GQ469496 D. dipsaci Plantago lanceofata Bulgaria
AY703065 D. dipsaci Allium cepa Turguia
DQ520932 D. dipsaci Allium sativum Espafia
DQ452958 D. dipsaci Medicago sativa Eslovaquia
KC923221 D. dipsaci Phlox sp Polonia
KC923220 D. dipsaci Atlium cepa Polonia
KC923218 D. dipsaci Allium cepa Polonia
GQ469493 D. dipsaci Beta vulgans Alemania
AY574299 D. dipsaci Beta vulgans Alemania
oo _{:- M2 2244 D. dipsaci Medicago sativa Jalisco México
M3 2244 D dipsaci Medicago sativa Jalisco México
SE%§ AY574300 D. dipsaci Tnfolium pratense Estonia
AY574301 D. dipsaci Plantago lanceolata Bulgaria
AF396319 D. dipsaci Trifolium pratense Estonia
KC923222 D. dipsaci Phtox sp Polonia )
JN376070 D. dipsaci Cichonum envidia Polonia
94%] AF396323 Ditylenchus sp Vicia faba Marruecos
AY574286 Ditylenchus sp Vicia faba Siria B
AY574284 Ditylenchus sp Vicia faba Inglaterra
AF396322 D. weischen Cirsium setosum Rusia I
100% - AY574305 Ditylenchus sp Piloselta caespitosa Uuania}

AY574304 Ditylenchus sp Piloselta officinarum Ucrania
AY574303 Ditylenchus sp Crepis praemorsa Estonia ¢
Y574306 Ditylenchus sp Leontodon autumnalis Estonia

-AY 574302 Ditylenchus sp Pilosetla officinarum Estonia } F
AY 574287 Ditylenchus sp Plantago maritima Alemania

100%l AY574288 Ditylenchus sp Plantago maritima Alemania } G

Grupo sensu stricto

{Diploide)
'\
> Grupo tipo gigante
(Poliploide)
s

EF208213 D. destructor Rusia

0.07

Figura 34. Reconstruccion filogenética bayesiana de secuencias de la region ITS1-5.8S-1TS2 de la
poblacion mexicana de D. dipsaci detectado en alfalfa. Arbol consenso de probabilidades superiores
al 50% generados a partir del modelo complejo: HKY + G, con otras secuencias de anguinidos
depositadas en el GenBank. Valores de soporte son indicados en cada una de los clados.
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M5 D dipsaci Medicago sativa Jalisco Meéxico
JF327760 D dipsaci Afium sativum Yemen

% + IX123258 D. dipsaci Allium safivum USA

FJ707362 D. dipsaci Alium sativum Replblica Checa
JF327764 D. dipsaci Tulipan Holanda
HQ218221 D. dipsaci Afium cepa Rusia

|- JF 327761 D. dipsaci Alfium sativum Yemen

- HQ219123 D. dipsaci Alium cepa Espafia

HQ219222 D. dipsaci Fragana x ananassa Rusia

HQ219224 D. dipsaci Vicia faba Htalia

[ HQ219218 D. dipsaci Vicia faba ltalia

HQ219220 D. dipsaci Pisum sativum ltalia

I— HQ219226 D. dipsaci Afium cepa Rusia

FHQ219225 D. dipsaci Atium sativum Espaia

r JF327763 D. dipsaci Tulipan Holanda

KC310735 D. dipsaci Alfium sativum

I HQ219219 D. dipsaci Fragaria x ananassa ltalia

|- FJ707361 D. dipsaci Narcissus Replblica Checa

JF327759 D. dipsaci Afium sativum Yemen

I- JF327762 D. dipsaci Tulipan Holanda

= JF 327765 D. dipsaci Tulipan Holanda

I FJ707360 D. dipsaci Cichonum intybus Eslovenia

- FJ 707363 D. dipsaci Medicago sativa Canada
KC310734 D. gigas Vicia faba Irdn
HQ219217 D. gigas Vicia faba Italia
HQ219216 D. gigas Vicia faba ltalia

HQ218215 D. gigas Vicia faba Espafia

96

*®

KF534514 D. destructor

003

Figura 35.Reconstruccion filogenética bayesiana de secuencias de los segmentos de expansion D2-
D3 del gen 28S de la poblacion mexicana de D. dipsaci detectado en alfalfa. Arbol consenso de
probabilidades superiores al 50% generados a partir del modelo complejo: HKY + G, con otras
secuencias de anguinidos depositadas en el GenBank. Valores de soporte son indicados en cada una
de los clados.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

El empleo de la taxonomia con un enfoque integrativo para la delimitacion y
diagndstico de especies de nematodos de la familia Anguinidea en México fue
de gran importancia ya que fortalecio las bondades de la taxonomia tradicional.
Esto permitio descubrir y caracterizar dos nuevas especies nativas y la presencia

de algunos afectando nuevos hospederos en nuestro pais.

Se confirmo el descubrimiento y la caracterizacion morfoldgica y molecular del
nematodo agallador foliar Subanguina tlaxcaltensis que es un nematodo que
ocasiona agallas en tallos, hojas, peciolos y brotes Ageratum conyzoides,
Cosmos bipinnatus y Bidens spp., del grupo de las Asteraceaes localizado en los

valles altos del estado de Tlaxcala.3.

Se determiné la delimitacién y caracterizacion por morfotaxonomia y anélisis
molecular del nematodo agallador de la semilla Anguina aristide, nematodo que
afecta hojas, tallos y semilla botanicaen el pasto 4. divaricata. Este nematodo se
encontré distribuido en pastizales de zonas abiertas de bosques de pino y encino

del municipio de Huamantla, Tlaxcala

El estudio morfolégico, morfométrico y molecular permitié determinar la
presencia en México del nematodo foliar Orrina phyllobia atacando trompillo
Solanum elaeagnifolium, maleza de importancia econdémica y ruderal en el

municipio de San Luis de la Paz, Guanajuato.

Los patrones de restriccion PCR-RFLPs permitieron diagnosticar
molecularmente al nematodo agallador del trigo Anguina tritici de otras

especies, haciéndolo un método facil y fiable para su diagnostico.
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6. Las herramientas de taxonomia tradicional combinada con las moleculares
proporcionaron evidencias para confirmar el primer reporte del nematodo foliar

Ditylenchus dipsaci afectando plantas de alfalfa Medicago sativa en Jalisco,

México.
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