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Aviso

El presente protocolo de diagnostico fitosanitario fue desarrollado en las instalaciones de la
Direccion del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF), de la Direccion General de
Sanidad Vegetal (DGSV) del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA), con el objetivo de diagnosticar especificamente la presencia o ausencia de
Ditylenchus dipsaci. La metodologia descrita, tiene un sustento cientifico que respalda los
resultados obtenidos al aplicarlo. La incorrecta implementacion o variaciones en la metodologia
especificada en este documento de referencia pueden derivar en resultados no esperados, por lo
que es responsabilidad del usuario seguir y aplicar el protocolo de forma correcta.

La presente version podra ser mejorada y/o actualizada quedando el registro en el historial de
cambios
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1. OBJETIVO Y ALCANCE DEL PROTOCOLO

Describir los procedimientos para la identificacion de Ditylenchus dipsaci sensu stricto (D.
dipsaci s. s.) mediante caracterizacion morfologica-morfométrica y técnicas moleculares. Esta
dirigido a técnicos especialista fitosanitarios o profesionales interesados en el diagnostico de
especies de nematodos de interés cuarentenario o econémico.

2. INTRODUCCION

2.1. Informacion sobre la plaga

El género Ditylenchus posee alrededor de 80 especies nominales; sin embargo, pocos son
fitopatdgenos y la mayoria tienen habitos micéfagos. EI nematodo del tallo y bulbos, D.
dipsaci, es de gran importancia fitosanitaria debido a que puede afectar a mas de 500 especies
vegetales, entre plantas cultivadas y silvestres (EPPO, 2017).

A través de analisis morfoldgicos, bioquimicos, cariol6gicos y moleculares se ha determinado
que D. dipsaci consiste en un complejo de 30 razas con un rango de hospedantes limitado
(IPPC, 2015). Las caracteristicas morfologicas y morfométricas no son de utilidad para
diferenciar las razas debido a que existen traslapes de los valores. En pruebas de hospedantes
diferenciales se observaron resultados inconsistentes (Sosa-Moss et al., 1997; Yavuzaslanoglu
etal., 2017). Este complejo se ha divido en dos grupos: el primero contiene a las poblaciones
diploides caracterizadas por su tamafio normal y nombradas como D. dipsaci s. s. en donde
se ubican la mayoria de las poblaciones que afectan cultivos agricolas. EIl segundo grupo
contiene a las poblaciones poliploides: D. gigas, también conocido como nematodo “gigante”
debido a su gran tamafo y afecta haba, D. weischeri que ataca Cirsium arvense y cuatro
especies no descritas: Ditylenchus sp. D en Pilosella spp.; Ditylenchus sp. E afectando
Crepis praemorsa; Ditylenchus sp. F. parasitando Leontodon autumnalis y Pilosella
officinarum y Ditylenchus sp. G sobre Plantago maritima (Subbotin y Riley, 2012; Jeszke et
al., 2013). Subbotin et al. (2005) observaron relaciones filogenéticas muy cercanas entre
poblaciones de D. dipsaci s. s. (en adelante D. dipsaci) y las clasificaron como razas.

Los principales cultivos hospedantes de D. dipsaci son: papa (Solanum tuberosum L.), betabel
(Beta vulgaris L.), chicharo (Pisum sativum L.), avena (Avena sativa L.), centeno (Secale
cereale (L.) M.Bieb.), frijol (Phaseolus vulgaris L.), alfalfa (Medicago sativa L.), cebolla
(Allium cepa L.), ajo (Allium sativum L.), narciso (Narcissus pseudinarcissus L.), fresa
(Fragaria spp.), maiz (Zea mays L.), zanahoria (Daucus carota L.), poro (Allium
ampeloprasum L.), canola (Brassica napus L.) y girasol (Helianthus annus L.) (Sthurhan y
Brzeski, 1991).
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Los sintomas que se observan en plantas afectadas por D. dipsaci son: crecimiento reducido,
clorosis, deformacion o engrosamiento de tallos, peciolos y flores; zonas necroticas y pudricion
de bulbos y rizomas. Incluso puede infestar semillas causando decoloraciones y deformaciones
del tejido en frijol, haba y alfalfa (IPPC, 2015).

En México, se ha reportado a D. dipsaci afectando Unicamente cultivos de ajo y cebolla en los
estados de Guanajuato (Pénjamo, Valle de Santiago, Apaseo el Alto, Cortazar), Aguascalientes
(Rincon de Romos), Puebla (Tetela de Ocampo) y Veracruz (Perote) (SENASICA-SAGARPA,
2013) y alfalfa en Atoyac, Jalisco (Rosas-Hernandez et al., 2017). La raza cebolla tiene la
capacidad de infectar a cebolla, ajo, chicharo y frijol (Yavuzaslanoglu et al., 2017). Por lo
anterior, las razas alfalfa y cebolla de D. dipsaci se encuentran presentes en México en areas y
cultivos especificos, sin embargo, las otras razas conocidas de esta especie mantienen el estatus
de plaga cuarentenaria en base a lo establecido en IPPC (2011, 2015).

De acuerdo con SIAP (2018) en la Republica Mexicana existe una superficie sembrada de papa
de 64 mil ha con un valor de produccion cercano a 11.3 mil mdp. Asi mismo, debido a las
condiciones edafocliméaticas presentes en el pais, existen superficies cultivadas de otros
hospedantes de este nematodo por lo que su diseminacion hacia otras areas implica un riesgo
considerable para la agricultura nacional (SENASICA-SAGARPA, 2013).

2.2. Informacion taxonémica (Hopper, 1972)

Nombre cientifico: Ditylenchus dipsaci (Kihn, 1857) Filipjev, 1936

Sinénimos: Anguillula dipsaci Kuhn, 1857
Anguillulina dipsaci (Kiihn, 1857) Gervais & Van Beneden, 1859
Tylenchus dipsaci (Kihn) Bastian, 1865
Anguillilina dipsaci var. allocotus Steiner, 1934
Ditylenchus allocotus (Steiner) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941
Anguillulina dipsaci var. communis Steiner & Scott, 1935
Ditylenchus dipsaci var. narcissi de Bruyn Ouboter, 1930
Anguillula devastatrix Kiihn, 1869
Tylenchus devastatrix (kiihn) Orley, 1880
Anguillulina devastatrix (Kiihn) Neveu-Lmaire, 1913
Ditylenchus devastatrix (Kihn) Tarjan, 1960
Anguillula secalis Nitschke, 1860
Anguillulina secalis (Nitschke) Goodey, 1932
Ditylenchus secalis (Nitschke) Sididgi, 1986
Tylenchus allii Beijerinck, 1883
Ditylenchus allii (Beijerinck) Tarjan, 1960
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Tylenchus havensteinii Kiihn, 1881

Anguillulina havensteinii (Kuhn) Goodey, 1932
Ditylenchus havensteinii (Kihn) Siddiqi, 1986

Tylenchus hyacinthi Prillieux, 1881

Anguillulina hyacinthi (Prillieux) Goodey, 1932
Ditylenchus dipsaci falcariae Poghossian, 1967
Ditylenchus fragariae Kirjanova, 1951

Tylenchus dipsaci var. tobaensis Schneider, 1937
Ditylenchus dipsaci var. tobaensis (Schneider) Kirjanova, 1951
Ditylenchus tobaensis (Schneider) Kirjanova, 1951
Dityelenchus sonchophila Kirjanova in Paramonov, 1970
Ditylenchus galeopsidis Teploukhova in Paramonov, 1970

Nombres comunes: Nematodo del tallo y los bulbos (espafiol)
The stem and bulb nematode (inglés)
Potato tuber nematode (inglés)
Nématode des tiges (bulbes) (francés)
Stengelélchen stockélchen (aleman)

Posicion taxondmica:

Con base en anatomia y fisiologia (Siddigi, 2000):
Phylum: Nematoda
Clase: Secernentea
Subclase: Diplogasteria
Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchina
Superfamilia: Tylenchoidea
Familia: Anguinidae
Género: Ditylenchus
Especie: Ditylenchus dipsaci (Kihn, 1857) Filipjev, 1936

Con base a la filogenia de la subunidad pequefia (SSU-18S) del rDNA (De Ley et al., 2006;
Margulis y Chapman, 2010):

Dominio: Eukarya
Reino: Animalia
Phylum: Nematoda
Clase: Chromadorea
Subclase: Chromadoria
Orden: Rhabditida
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3. DETECCION E IDENTIFICACION
Para determinar la presencia de D. dipsaci es recomendable contar con material vegetal que
presente los sintomas inducidos por este nematodo (Anexo 8.1). En el caso de que la muestra
no cumpla con las caracteristicas requeridas o se encuentre en mal estado, se registra en la
bitdcora y se conservan las imagenes fotogréaficas correspondientes para justificar el motivo por
el cual no pudo ser procesado.

D. dipsaci vive principalmente como un endoparasito en partes aéreas de plantas (tallos, hojas,
flores); sin embargo también afecta bulbos y rizomas. Puede diseminarse en semillas de alfalfa,
cardo, cebolla, frijol (Figura 6b), meldn y trébol. EI juvenil de cuarto estadio (J4) es el estado
de resistencia y sobrevive a condiciones de desecacion extrema y forma aglomerados llamados

“lana de nematodos”, cominmente observable en la corona de las plantas infestadas (EPPO,
2017).

Los sintomas ocasionados por D. dipsaci, de acuerdo con IPPC (2016) y EPPO (2017) son los
siguientes: en tubérculos, el tejido infestado presenta una apariencia necrética o pudricion seca
en forma de “V” hacia el interior del tubérculo (Figura 6a); en bulbos, las escamas se tornan
oscuras y al realizar cortes transversales, se observan circulos concéntricos oscuros,
consistencia blanda del tejido y en ajo, se presentan areas necrdéticas y deshidratacion de tejido
(Figuras 6c-¢e); el dafio inicial en zanahoria se observa como multiples brotes, hojas y
decoloraciones en la zona superior de la raiz principal (unién hojas, tallo-raiz). La zona mas
afectada de la planta por este nematodo es de 2-4 cm sobre de la superficie del suelo. En
infestaciones severas ocasiona muerte de hojas y pudricién de la zona superior de raiz; en
alfalfa, las plantas presentan entrenudos cortos, amarillamiento y achaparramiento (Figura 6f);
en betabel los sintomas son similares a los descritos en zanahoria (Figura 6g).

De acuerdo a lo establecido en el “Plan de trabajo para la importacion de semilla de papa de
Canada a México”, firmado en octubre de 2008 entre ambos paises, para la deteccion de
nematodos fitopatdgenos deben analizarse 400 tubérculos. Asimismo, para el caso de la
importacion de papa para consumo en la zona fronteriza de México, con base a lo establecido
en el “Moddulo de consulta de requisitos fitosanitarios para la importacion de mercancia de
origen vegetal”, la muestra a analizar para nematodos consiste de 200 tubérculos.

3.1. Procedimiento de extraccion de nematodos

Los especimenes (J2, J3, J4 y adultos) deben ser extraidos del material vegetal mediante el
método de macerado-tamizado-centrifugacion-flotacion. Iniciar con la inspeccién de los
tubérculos de papa buscando la sintomatologia descrita anteriormente y en caso de que se
presenten, procesar los tubérculos afectados por separado. Asimismo, realizar el pelado y
procesamiento de la totalidad de los tubérculos (Carta et al., 2005).
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El método de tamizado para la extraccion de D. dipsaci incluye algunas modificaciones a la
metodologia propuesta por van Bezooijne (2006) y permite recuperar un alto porcentaje de
ejemplares. Se fundamenta en la separacién de los nematodos al pasar el material macerado
a través de una serie de tamices de diferentes tamarios de abertura de malla (850, 250, 150,
45y 32 pm) posteriormente, dos pasos de centrifugacién, primero con caolin y finalmente,
una separaciéon por densidad utilizando solucién azucarada (Hopper et al., 2005). El
procedimiento se describe a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)

9)

Colocar la muestra (producto del pelado) en el vaso de la licuadora (Figura 7a) y adicionar
agua hasta cubrirla.

Macerar tres veces por lapsos de cinco segundos, con velocidad moderada, para asegurar una
extraccion eficiente.

Verter el producto macerado a un recipiente de plastico de 10 L, agregar agua a ¥ de
capacidad y agitar hasta obtener una suspension.

Colocar el tamiz de mayor abertura (850 pm) sobre otro recipiente de plastico de 10 L
vacio y verter la suspension por el tamiz.

Repetir el paso 4.
Descartar material retenido en tamiz de 850 pm.

Repetir los pasos 4 y 5 con cada uno de los siguientes tamices. Lavar, con agua a presion,
el material retenido en el tamiz de 250 pm.

Decantar lo retenido en el tamiz de 150 pum sobre el de 45 pm y este a su vez sobre el de
32 pm.

Transferir el producto colectado en el tamiz de 32 um a tubos de centrifuga de 50 mL de
capacidad (max. 30 mL por tubo).

10) Agregar 1 g de caolin por cada 30 mL en el tubo y mezclar perfectamente (Figuras 7d y e).

11) Centrifugar por 5 min a 700 g.

12) Eliminar cuidadosamente el sobrenadante de cada tubo y disolver la pastilla en 30 ml de

solucion azucarada con una gravedad especifica de 1.22 (473 g de azucar estandar en 500
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mL de agua) (Figura 7g). Este paso debe hacerse lo mas rapido posible debido a que los
nematodos pueden plasmolizarse.

13) Centrifugar por 4 min a 700 g (Figura 7f).

14) Verter el sobrenadante en un tamiz de 32 um y adicionar agua para enjuagar la solucion
azucarada de los especimenes (Figura 7h).

15) Concentrar los nematodos en un vaso de precipitado procurando que el volumen de agua
no exceda los 20 mL.

16) Vaciar esta suspension en una caja Petri.

17) Observar los nematodos extraidos bajo el microscopio estereoscopico.

3.2. Descripcion morfoldgica y morfométrica

Las caracteristicas de D. dipsaci de acuerdo con Hopper (1972), Sidiqgi (2005) , Subbotin y
Riley (2012) son: nematodos de gran movimiento, muy alargados y delgados tanto hembras
como machos (Figuras 1lay 1b). El cuerpo estd marcado por estrias transversales de 1 um de
separacion con una region cefélica bien desarrollada, ligeramente aplanada (Figura 1c). Las
aberturas anfidiales se encuentran en el centro de los labios laterales los cuales aparentan ser
pequefios puntos refractantes y que pueden ser vistos Unicamente en vista frontal; estilete
desarrollado con nddulos basales distintivos; deiridio generalmente visible cerca de la base
del cuello; hemizonidio adyacente al poro excretor; poro excretor opuesto al bulbo basal y
este ultimo, separado o ligeramente sobrepuesto al intestino; ovario extendiéndose hacia la
region anterior con ovocitos en una hilera, ocasionalmente en dos, en ocasiones hasta el
bulbo basal; el saco postuterino se extiende hasta la mitad de la distancia vulva-ano (Figura
1d); cola cénica con terminacion en punta (Figuras 1f y 1g); el campo lateral con 4 incisuras
(Figura le); el fasmidio raramente visible y Gnicamente en posicion dorsal o ventral en
especimenes recién extraidos.

La morfometriade D. dipsaci puede consultarse en diversas referencias como Hooper (1972),
Sturhan y Brzeski (1991) y Subbotin y Riley (2012); sin embargo, se recomienda utilizar la
reportada en esta Ultima debido a que es la méas actualizada y se describe a continuacion:
Hembras: L =1.1-1.7 mm; a = 30.2-64; b = 6.0-8.8; ¢ = 13.5-19.5; V = 79-86; estilete = 9-
12 pum.

Machos: L =1.0-1.5 mm; a=35.5;b=5.5-7.8, ¢ = 12-17.3; estilete = 9-12 um; espiculas
= 20-28 um; gubernéculo = 8-11 pum.
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3.2.1. Confusion con otras especies

Existen 80 especies del género Ditylenchus en las cuales los indices De Man o caracteres
pueden traslaparse y por ello en muchos casos es dificil realizar la diferenciacion entre las
mismas. D. dipsaci puede confundirse con D. destructor, D. convallariae, D. myceliophagus y
D. gigas. Por ello, para evitar falsos positivos 0 negativos es necesario realizar anlisis
morfologicos y morfométricos detallados. En el Cuadro 1 se muestran las caracteristicas que
pueden ser utilizadas para separar estas especies.

3.3. ldentificacion morfométrica

Una vez detectados hembras y/o machos de Ditylenchus spp. se deben medir y calcular los
caracteres morfométricos descritos en el Anexo 8.3 considerando, al menos, 10 especimenes
para obtener una fuente de variacion aceptable. Por ello, es necesario elaborar preparaciones
temporales y permanentes.

3.3.1. Preparaciones temporales
1) Transferir los nematodos a una gota de agua destilada estéril sobre un portaobjetos,
preferentemente, concavo.

2) Relajar los nematodos con calor sin matarlos, con la ayuda de un mechero de alcohol,
hasta que no presenten movimiento.

3) Colocar los nematodos sobre medio de montaje agua-agar 1% en un portaobjetos. Es
recomendable colocar los especimenes en una posicién sinuosa para facilitar la observacion
clara de las caracteristicas de diagnostico distintivas.

4) Colocar un cubreobjetos sobre el medio de montaje y evitar la formacién de burbujas. En
caso de que se presenten, colocar la preparacion dentro de una camara himeda por 30
minutos e identificar las preparaciones con los datos correspondientes de la muestra.

5) Observar la morfologia en el microscopio compuesto con los objetivos 10 a 100X, obtener
las fotografias y la morfometria indicada en el Anexo 8.3.

3.3.2. Preparaciones permanentes

Realizar la muerte-fijacion de los nematodos con formol 4 % o trietanolamina a 70 °C y
posteriormente la deshidratacion gradual con glicerina de acuerdo con Seinhorst (1959, 1962).
Finalmente, elaborar las preparaciones permanentes utilizando glicerina deshidratada como
medio de montaje y parafina grado histopatologia como sellador. Considerar 4-6 ejemplares
(machos, hembras y juveniles) por preparacion.
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Nota: las laminillas deben etiquetarse con los datos correspondientes de la muestra y
conservarse como evidencia, junto con los valores morfométricos y las micrografias
obtenidas.

Cuadro 1. Comparativo entre D. dipsaci y especies relacionadas (Hooper, 1972; Sturhan y Brzeski, 1991; Vovlas

etal., 2011; IPPC. 2016; EPPO, 2017).

Longitud de
hembras (mm)

Estilete (um)
Bulbo posterior

# lineas laterales

Posicién de
vulva (%)

Saco postuterino

Longitud
vulva-ano

Formade la cola

Punta de la cola

Espicula (um)
Cono/Estilete

1.0 (0.8-1.4)

10-12
Sobrepuesto
dorsalmente

6

80 (78-83)

2/3 - 3/4 distancia
vulva-ano

13/4-21/3 la
longitud de la cola

Conica

Punta finamente
redondeada
9-12
50 % aprox.

1.1 (0.9-1.3)

11-13
No
sobrepuesto

4

82 (79-82)

1/2 distancia
vulva-ano

13/4-21/4 la
longitud de la
cola

Coénica
Punta aguda

10-12
50 % aprox.

3.3.3. Interpretacion de resultados
En caso de que la comparacion morfoldgica y morfométrica se encuentren dentro de los rangos
descritos en la literatura de referencia y el resultado corresponda como positivo a D. dipsaci, o
si los ejemplares corresponden a Ditylenchus pero presentan caracteristicas morfométricas
diferentes a las descritas para D. dipsaci, es necesario realizar el diagnéstico molecular como
se describe en el apartado 3.4. para la confirmacién del resultado. Si no se detectan nematodos
correspondientes al género Ditylenchus se debe reportar el diagndstico como negativo.

Versién 1.0

1.1 (0.9-1.3) 0.9 (0.6-1.0)
11-13 7-10
Sobrepuesto
No sobrepuesto dorsalmente
6 6
77 (74-79) 82.5 (74-90)
1/4-1/2 distancia 2-21/4
vulva-ano distancia vulva-
ano
2-2 1/4 2-2 1/4 la
La longitud de la longitud de la
cola cola
Cénica Ampliamente

Punta aguda

8-11
<50 %

[10]

cénica
Punta finamente
redondeada
9
<50 %

11.5-13.0
No
sobrepuesto

4
82(79-82)
81-150 um
13/4-2 1/4

la longitud
de la cola

Cénica
Punta aguda

23.5-28
50 % aprox.
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Figura 1. Morfologia de D. dipsaci. Hembra: a). Cuerpo completo, c). Regién anterior, d). Saco postuterino, €).
Campo lateral con cuatro incisuras, g). Cola. Macho: b). Cuerpo completo, f). Cola y espiculas.
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Identificacion molecular

El analisis molecular de D. dipsaci es un procedimiento necesario para confirmar su identidad,
complementado su diagndstico y aportando mayor precision y confiabilidad del resultado. Por
lo anterior, es necesaria la amplificacion de dos marcadores moleculares con tres juegos de
primers para resolver posibles controversias.

3.4.1. Extraccion de DNA de juveniles, hembras y machos

La extraccion del DNA puede llevarse a cabo utilizando especimenes individuales de cualquier
estadio bioldgico o varios especimenes a la vez, sin embargo, es necesario asegurarse de
que los nematodos correspondan a D. dipsaci mediante caracterizacion morfométrica. Se
sugiere emplear el método de extraccion de DNA (lisis celular) propuesto por Williams et
al. (1992) con algunas modificaciones:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

Después de realizar el andlisis morfométrico, recuperar los nematodos del medio de
montaje agua-agar.

Colocar un espécimen en 13 pL de buffer de extraccion (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 2.5
mM MgCl2, 50 mM KClI, 0.45 % Tween 20; 0.05 % gelatina y 60 pgmL™" de proteinasa
K grado RNA) sobre un cubreobjetos limpio.

Macerar el nematodo (con una punta de micropipeta o aguja de insulina) bajo el
microscopio estereoscopico.

Mezclar por pipeteo 4-6 veces y transferir la solucién a un tubo de PCR de 200 pL y
mantenerlo en hielo.

Congelar a — 40 °C por 30 min.

Pasado el tiempo de congelacion, incubar inmediatamente los tubos a 65 °C por una
hora y mezclar con vortex, al menos, una vez durante este periodo.

Incubar a 95 °C por 15 min (para inactivar a la proteinasa K).
Conservar a4 °C.

Dar un golpe de minicentrifuga para concentrar el producto.
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3.4.2. PCR punto final

3.4.2.1. Ensayo con primers especificos

Para la deteccion especifica de D. dipsaci, mediante la técnica de PCR punto final, se utilizan
los primers DitNF1/rDNA2 que amplifican la region parcial del espacio trascrito interno 1
(ITS1), gen 5.8S y espacio transcrito interno 2 (ITS2) del rDNA (Subbotin et al., 2005). Estos
primers permiten la deteccion de especimenes de todas las poblaciones de D. dipsaci s. s. y se
obtiene un producto de 263 pb.

Cuadro 2. Primers especificos para deteccion de D. dipsaci.

Sentido DitNF1 -TTATGACAAATTCATGGCGG-

Antisentido rDNA2 -TTTCACTCGCCGTTACTAAGG- 263

Preparar la reaccion de PCR punto final para el par de primers DitNF/rDNA2 de acuerdo con
lo descrito en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Preparacion de la mezcla de reaccion para los primers DitNF/rDNA2.

Buffer PCR 10 X 1X 2.5
MgCl2 50 mM 20mM 1.0
dNTP’s 10 mM 0.2 mM 0.5
Primer DitNF 10 pM 1pM 2.5
Primer rDNA2 10 pM 1pM 2.5
Taq DNA Pol 5 U/uL 15U 0.3
DNA 5.0
e Sradobologi
Volumen final (uL) 25

Programar el termociclador de acuerdo con lo descrito en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Programa del termociclador para el ensayo con los primers
DitNF1/rDNAZ2.

Desnaturalizacidn inicial 94°C 4 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 15 segundos
Alineamiento 57°C 30 segundos 35
Extension Rampe(7)2(;.(5:°C/seg 30 segundos

Extension final 72°C 10 minutos 1
Conservacion 4°C ©

Los productos se deben correr durante 80 minutos a 90 V en un gel de agarosa al 1.4 % en
Buffer TAE 1X (100 mL) tefiido con 7ul de GelRed™ Biotum u otro medio aceptable que
permita la interpretacion de los resultados.

3.4.2.2. Ensayo con primers generales

Con el uso de los primers TW81 y AB28 disefiados por Joyce et al. (1994) y Howlett et al.
(1992) es posible la amplificacion de las regiones del 1TS1-5.8S-1TS2 del rDNA y se obtiene
un fragmento de 750 pb.

Cuadro 5. Primers generales para deteccion de D. dipsaci.

Sentido TW81 -GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-

Antisentido AB28 ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT- o8l

Preparar la reaccion de PCR punto final para el par de primers TW81/AB28 de acuerdo con lo
descrito en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Preparacion de la mezcla de reaccion para los primers TW81/AB28.

Buffer PCR 10 X 1X 2.5
MgCl: 50 mM 3.0mM 15
dNTP’s 10 mM 0.2 mM 0.5
Primer AB28 10 uM 0.4 uM 1.0
Primer TW81 10 uM 0.4 uM 1.0
Taqg DNA Pol 5 U/uL 25U 0.5
DNA 5.0
Agua grado biologia 13
molecular

Volumen final (uL) 25
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Programar el termociclador de acuerdo con lo descrito en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Programa del termociclador para el ensayo con los primers TW81/AB28.

Desnaturalizacion inicial 952C 3 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 45 segundos

Alineamiento 57°C 30 segundos 34
Extension Rampezz(;.(5:°c Iseq 90 segundos

Extension final 72°C 5 minutos 1
Conservacion 4°C 0

Los productos se deben correr durante 80 minutos a 90 V en un gel de agarosa al 1.4% en
Buffer TAE 1X (100 ml) tefiido con 7ul de GelRed™ Biotum, u otro medio aceptable que
permita la interpretacion de los resultados.

Con la amplificacion de los segmentos de expansion D2 y D3 del gen 28S del rDNA de D.
dipsaci utilizando los primers generales D2A y D3B (Courtright, 2000) se obtiene un producto
de 850 pb.

Cuadro 8. Primers generales para deteccion de D. dipsaci.

Sentido D2A -ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-

Antisentido D3B -TCGGAAGGAACCAGCTACTA- 850

Preparar la reaccion de PCR punto final para el par de primers D2A/D3B de acuerdo con lo
descrito en el Cuadro 6.

Cuadro 9. Preparacion de la mezcla de reaccion para los primers D2A/D3B.

Buffer PCR 10 X 1X 2.5
MgCl: 50 mM 3.0mM 15
dNTP’s 10 mM 0.2mM 0.5
Primer D2A 10 uM 0.4 uM 1.0
Primer D3B 10 uM 0.4 uM 1.0
Tag DNA Pol 5 U/uL 25U 0.5
DNA 5.0
Agua grado biologia 13
molecular

Volumen final (uL) 25
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Programar el termociclador de acuerdo con lo descrito en el Cuadro 7.

Cuadro 10. Programa del termociclador para el ensayo con los primers D2A/D3B.

Desnaturalizacion inicial 95°C 3 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 45 segundos
Alineamiento 55°C 45 segundos 34
Extension Rampezz(;.c5°c Iseq 1 minuto

Extension final 72°C 5 minutos 1
Conservacion 4°C 0

Los productos se deben correr durante 80 minutos a 90 V en un gel de agarosa al 1.4% en
Buffer TAE 1X (100 ml) tefiido con 7ul de GelRed™ Biotum, u otro medio aceptable que
permita la interpretacion de los resultados.

3.4.2.2.1. Polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) de la
region ITS
Al fragmento obtenido con los primers TW81/AB28 de la region ITS, se realiza la digestion
con las enzimas de restriccion Hinfl y Rsal (Invitrogen ™) como a continuacién se describe:

1) Etiquetar los tubos de microcentrifuga de 200 uL con los datos de la muestra y de la
enzima de restriccion correspondiente.

2) Descongelar los buffers y la enzima a utilizar.

3) Considerar un 20 pL como volumen final en la siguiente proporcion: 7 uL de agua destilada
estéril libre de DNAsas y RNAsas, 2 uL del buffer de la enzima (10X), 1 uL de la enzima
(10 U/uL), 10 pL del producto de PCR.

4) Incubar los tubos a 37 °C en un termociclador por 2.5 horas.

5) Correr los productos digeridos mediante electroforesis horizontal en un gel de agarosa
ultrapura-1000 al 3 % y considerar dos controles positivos: producto de PCR no digerido

y control positivo digerido).

El perfil de restriccion de la poblacion extraida de ajo de D. dipsaci con las enzimas Hinfl y
Rsal es de tres fragmentos para ambos casos: 416, 300, 210 pb y 334, 290 y 143 pb,
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respectivamente. Cuando la poblacion es de alfalfa, con Hinfl se observa el mismo patrén de
restriccion; sin embargo, con Rsal se obtienen 4 fragmentos: 334,290, 210, 143 pb (Figura. 5).

3.4.2.3. Controles para las pruebas moleculares
En todos los ensayos de PCR punto final descritos en este protocolo es necesario incluir, por
duplicado, los siguientes controles:

Control negativo: descarta falsos positivos y contaminacion de la reaccién. El volumen que
ocuparia el DNA se reemplaza por agua grado biologia molecular.

Control positivo: provee un patron de referencia con el cual comparar los resultados positivos
en las muestras. Utilizar DNA plasmidico de D. dipsaci que sera proporcionado por el CNRF,
previa solicitud de los laboratorios o personas interesadas.

En el caso del analisis RFLP es necesario incluir:

Control positivo en la digestion: permite tener un patron de referencia para verificar el
proceso de digestion y comparar las bandas. Digerir el control positivo amplificado.

Control positivo en la electroforesis de la digestion: ofrece una referencia del tamafio y
numero de fragmentos digeridos. Se incluye la digestion del producto de PCR del control
positivo con los primers TW81/AB28.

Control positivo en la electroforesis de la digestion: permite la comparacién del fragmento
obtenido y la eficiencia de la enzima de restriccion sobre los productos de PCR.

3.4.3. Interpretacion de resultados para los ensayos de PCR punto final
Los resultados son validos solamente bajo los siguientes criterios:

= Los controles negativos no deben generar bandas en ningun ensayo de PCR.

= Los controles positivos para el ensayo de PCR con el par de primers DitNF/rDNA2 deben
de generar una banda de 263 pb (Figura 2).

= Los controles positivos para el ensayo de PCR con el par de primers TW81/AB28 deben
generar una banda de 750 pb (Figura 3).

= Los controles positivos para el ensayo de PCR con el par de primers D2A/D3B deben
generar una banda de 850 pb (Figura 4).

= Se considerara como resultado positivo aquellas muestras que amplifiquen el fragmento de
263, 750, 850 pb con los primers DitNF/fDNA2, TW81/AB28 y D2A/D3B,
respectivamente, asi como los perfiles de digestion descritos en el apartado 3.4.3.2.1.
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» El resultado ser& negativo si no existe amplificacion del fragmento de 263 pb con los
primers DitNF/rDNAZ2.

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 MM

263 pb

Figura 2. Ensayo de PCR con el par de primers
especificos DitNF/rDNA2: MM: Marcador molecular 100
pb (Invitrogen); 1-2: DNA de D. dipsaci de ajo; 3-4: DNA
de D. dipsaci de alfalfa; 5 y 6: Control negativo; 7 y 8.
Control positivo (DNA plasmidico D. dipsaci).

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MM

750pb

Figura 3. Ensayo de PCR con el par de primers generales
TW81/AB28: MM: Marcador molecular 100 pb
(Invitrogen); 1 y 2: Control positivo (DNA plasmidico D.
dipsaci); 3 y 4: Control negativo; 5-10: DNA de D. dipsaci.
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850ph

Figura 4. Ensayo de PCR con el par de primers
generales D2A/ D3B: MM: Marcador molecular 100 pb
(Invitrogen); 1-4: DNA de D. dipsaci; 6 y 6: Control
negativo; 7 y 8: Control positivo (DNA plasmidico D.
dipsaci).

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 MM9 10 11 12 13 14 15 16 MM

Figura 5. RFLP de region ITS de poblaciones de D. dipsaci: MM: Marcador
molecular 100 pb (Invitrogen); 1, 5, 9, 13: PCR sin digerir; 2-4 (alfalfa), 6-8 (ajo): Hinf;
10-12 (alfalfa), 14-16 (ajo): Rsal.

3.5. Identificacion del patogeno
Un reporte positivo a D. dipsaci, dependiendo del origen de la muestra analizada, debe contener
la informacion de las pruebas siguientes:

Muestra de importacion:
e Caracterizacion morfologica-morfométrica
Version 1.0 [19]
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e Amplificacion positiva de PCR punto final con los primers DitNF/rDNA2,
TW81/AB28 y D2A/D3B.
e Elandlisis RLFP de la region ITS obtenida con los primers TW81/AB28.

Muestra nacional:
e Caracterizacion morfologica-morfométrica
e Amplificacion positiva de PCR punto final con los primers DitNF/rDNA2.
e El andlisis RLFP de la region ITS obtenida con los primers TW81/AB28.
e Los casos en los que se debe de verificar por secuenciacion son:
= Detecciones en zonas reconocidas como libres del patégeno.
= Primeras detecciones en nuevos hospedantes.
= Cuando se necesite un sustento fitosanitario de mayor relevancia para la movilidad de
tejido vegetal.

3.6. Verificacion mediante secuencién
Se recomienda secuenciar los fragmentos amplificados de la region 1TS1-5.8S-1TS2 del rDNA
y de los segmentos de expansién D2 y D3 del gen 28S. EIl analisis molecular de nematodos
fitopatdgenos con, al menos dos, marcadores provee de un diagndstico molecular robusto
(Sobbotin et al., 2005; Vovlas et al., 2011).

1) Enviar los productos de PCR a secuenciar, atendiendo las especificaciones para el envio de
muestras de la institucion a la que se solicita el servicio.

2) Obtenida la secuencia, ingresar a la herramienta de alineamiento Nucleotide BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3) Insertar la secuencia de interés y realizar el alineamiento con los parametros
predeterminados.

4) Revisar cuidadosamente las especies que aparecen en la parte superior de la tabla, el
porcentaje de cobertura e identidad (deberan tender hacia el 100%), el valor de E (debera
tender a cero) (Benson et al., 2013). Verificar quien depositd la secuencia debido a existen
muchas que han sido incorrectamente identificadas, por lo que en ocasiones el resultado
obtenido, ain con 100% de cobertura e identidad, no resulta totalmente concluyente.

4. REGISTROS
En caso de obtener un resultado positivo a D. dipsaci se deben conservar:
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e Losdatos de rastreabilidad de la muestra, registros y las evidencias fisicas y digitales sobre
el diagndstico de este nematodo.

e Las preparaciones permanentes con especimenes debidamente etiquetadas.

e Conservar el DNA extraido a -40 °C.

e Resguardar el material vegetal positivo, que no fue utilizado en su empaque original, bajo
refrigeracion a 4 °C, correctamente etiquetado, durante 3 meses posteriores al diagndstico.

En caso de obtener un resultado negativo, inactivar y desechar el material vegetal.

5. CONTACTO PARA INFORMACION ADICIONAL
Correo: lab.nematologia@senasica.gob.mx
Teléfono: 01 (52) 55 5905 1000, Ext. 51420 y 51429.

6. RECONOCIMIENTO
El presente documento es la modificacion al protocolo escrito por el Dr. Angel Ramirez Suérez;
fue revisado, actualizado y complementado por el Grupo DiaFi (Leonel Rosas Hernandez), el
Laboratorio de Nematologia (Japhet Torres Lopez); y editado por el Grupo DiaFi (Ariana
Guadalupe Robles Zarate).
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8. ANEXOS

8.1. Sintomas

|

Figura 6. Sintomas en vegetales inducidos por D. dipsaci: a). Pudricidn seca en papa; b).
Semillas de frijol infestadas con D. dipsaci; ¢). Cambio de coloracién de tejido en bulbos; d)
Manchas necréticas en bulbos de Narcissus sp.; ). Deshidratacion de tejido y necrosis en dientes
de ajo infestados con nematodos; f). Amarillamiento, deformacion foliar y crecimiento reducido
de plantas de alfalfa; g) Dafio por nematodos sobre betabel. Créditos: a-c, g). EPPO, 2017; e y f).
Rosas-Hernandez, L.; d). C. W. Laughlin, Nemapix (2000).

Version 1.0 [24]



SAGARPA

SECRETARIA DE AGRICULTURA
CANADIRIA DESARROLLO RURAL,
FESCA ¥ ALIMENTALION

.- SIRVICIO NAC AL DE SANIDAT,
@ INOCUDAD ¥ CaLIDAD
AGIUALLM B TARLA

]

8.2. Extraccién de nematodos por macerado-tamizado-centrifugado-flotacion

-
£, -

Figura 7. Procedimiento de extraccién de nematodos: a). Macerado de muestra en licuadora; b).
Vertido de macerado sobre tamices; c). Lavado y tamizado de muestra; d). Colecta de tamizado 450

mallas; e). Mezcla de tamizado con caolin; f). Centrifugado; g). Agregando solucién azucarada, y h).
Decantado y lavado de extracto de nematodos.
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8.3. Tabla de caracteres morfométricos para el diagnéstico

8.3.1. Caracteres para hembras

Caracteristica " . Rango Des. est
Long. del cuerpo
Didmetro del labio

Altura del labio

Long. del estilete
Columna del estilete
Cono del estilete

M (cono*100/estilete)
DGED
Cabeza-metacorpus
Cabeza-poro excretor
Cabeza-cardia

Cabeza-extremo posterior
glandula del es6fago

Ancho méximo del cuerpo
Cabeza-vulva

Saco postuterino (PUS)
Vulva-ano (V-A)

V-A/PUS

Cola

Ancho del cuerpo a nivel del
ano

% posicion de vulva (V)
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8.3.2. Caracteres para machos

Caracteristica
Long. del cuerpo
Diametro del labio

Altura del labio

Long. del estilete
Columna del estilete
Cono del estilete

M (cono*100/estilete)
DGED
Cabeza-metacorpus
Cabeza-poro excretor
Cabeza-cardia
Cabeza-extremo
posterior glandula
Ancho méaximo del
Cola

Ancho del cuerpo a
nivel de la cloaca
Espicula
Gubernaculo

Long. testiculos

% posicion de testiculos

T
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