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Se trata de un ejemplo de identificacion polifasica y resolucion del complejo de especies de Ditylenchus dipsaci

Ditylenchus gigas, un nuevo
nematodo fitopatogeno que
ataca al cultivo de las hahas

Elnematodo del bulboy el tallo (Ditylenchus dip-
saci) representa un complejo de especies de difi-
cil diagnostico, de las cuales unaes D. dipsaci sen-
su stricto,capaz de infectar gran nimero de espe-
cies de plantas, mientras que otras razas biol6gi-
cas descritas se caracterizan por parasitar espe-
cificamente ciertas plantas (fresa, cebada, etc.).

En este articulo se detalla la descripcion como
nueva especie de la variante morfolégica de este
complejo, conocida como la raza gigante, y sus
implicaciones para la identificacion de este grupo
de nematodos que afectan a importantes cultivos
como el ajo, la cebolla o las habas, asi como las
medidas para su identificacién y control.
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ctualmente existen mas de sesenta

especies reconocidas del género Dity-

lenchus (Siddiqi, 2000), de las cuales

solamente algunas de ellas son para-
sitas de plantas superiores, mientras que la
mayoria son especies que se alimentan de hon-
g0s (Sturhan y Brzeski, 1991). La especie tipo
del género es el nematodo del tallo y bulbo,
Ditylenchus dipsaci, el cual es un patégeno se-
vero de diversas plantas a nivel mundial. Este
nematodo es un parasito obligado de plantas y
se alimenta de los tejidos parenquimatosos de
tallos y bulbos de alrededor de quinientas es-
pecies de plantas, ocasionando dafos en ta-
llos de haba, guisante, judia, alfalfa, etc., y en
bulbos de cebolla, ajo, narciso y remolacha
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azucarera, en los que causa necrosis y defor-
maciones provocando cuantiosas pérdidas
(Sturhan y Brezski, 1991; Castillo et al. 2007).
Su habitat se circunscribe principalmente a zo-
nas templadas, incluyendo la cuenca Medite-

rrdnea. La Organizacion Europea y Mediterra-
nea de Proteccion de Plantas (European and
Mediterranean Plant Protection Organization)
(EPPO) mantiene a D. dipsaci como especie de
cuarentena tipo A2 en muchos de los paises




de esta region (EPPO, 2009). El juvenil de cuar-
to estadio (J4) es la forma de supervivencia del
nematodo en ausencia del huésped, pudiendo
soportar temperaturas inferiores a los 0°C,
temperaturas estivales de hasta 55°C, o déca-
das deshidratado, pudiendo ser aislado de
plantas completamente secas después de hu-
medecerlas (Sturhan y Brezski, 1991).

Muchos autores han indicado que D. dipsa-
ci consta de un nimero importante de razas
bioldgicas y poblaciones que difieren en la pre-
ferencia por el huésped y en el limite de sepa-
racion de especies (Sturhan & Brzeski, 1991).
Mediante estudios basados en ADN ribosémico
y en la informacion disponible de cada una de
ellas se ha podido comprobar que D. dipsaci
representa un complejo de especies, incluyen-
do al menos siete especies (Subbotin et al.,
2005): D. dipsaci sensu stricto y seis proba-
bles nuevas especies identificadas como Dity-
lenchus sp. B de Vicia faba L., Ditylenchus sp.
C de Cirsium arvense (L.) Scop., Ditylenchus
sp. D de Pilosella spp., Ditylenchus sp. E de
Crepis praemorsa (L.) Tausch, Ditylenchus sp. F
de Leontodon autumnalis L.y Pilosella officina-
rum (L.) EW.Schultz & Sch.Bip., y Ditylenchus
sp. G de Plantago maritima L. Recientemente,
Ditylenchus sp. C de C. arvense ha sido descri-
ta como una nueva especie, D. weischeri Chi-
voz, Borisov & Subbotin, 2010 (Chizhov et al.,
2010), mientras que las otras especies no han
sido convenientemente estudiadas y descritas
hasta el momento.

Debray & Maupas fueron los primeros en
describir en 1896 una enfermedad en habas
en Argelia causada por D. dipsaci; sin embar-
g0, los adultos fueron considerablemente mas
largos que los tamafos normales descritos de
esta especie. Estos autores denominaron a es-
tas poblaciones, con un tamafo superior al
descrito inicialmente para la especie, como ra-
za gigante para diferenciarlo de las razas nor-
males de D. dipsaci. La raza gigante ha sido
descrita parasitando y ocasionando danos
considerables en diversos paises europeos y
norte de Africa, principalmente en el Medite-
rrdneo. Sin embargo, aunque la raza normal
también puede infectar plantas de haba, es la
raza gigante la que generalmente ocasiona
mayores dafios en las plantas y produce mayor
ndmero de semillas infestadas (Goodey, 1941;
Hooper, 1971; Sikora et al. 2005; Sturhan y
Brzeski, 1991). La raza gigante comparada con
la raza normal también posee un rango mas
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(a) Tallos de los apices y hojas necrosadas y deformadas en ataques severos; (b) rango de dreas necrosadas en
tallos, (¢) secciones longitudinales de tallos sanos (izquierda) y dafiados (derecha) mostrando necrosis internas,
(d, e) vainas deformadas y de menor tamafio; (f) semillas deformadas (centro e inferior) y sanas (superior).

limitado de especies (Vovlas et al., 2011). Am-
bas razas bioldgicas poseen diferente niimero
de cromosomas (diploide en el caso de la ra-
za normal y tetraploide en el caso de la raza gi-
gante) y el cruce entre ambas razas produce
una descendencia infértil (D’Addabbo et al.,
1982; Sturhan y Brzeski, 1991). Ademas am-
bas razas pueden diferenciarse mediante téc-
nicas moleculares (Wendt et al., 1993; Esqui-
bet et al., 2003; Subbotin et al., 2005; Ker-
khoud et al., 2007; Marek et al., 2010) y
proteémicas (Tenente y Evans, 1997). Todas
estas diferencias constatadas en los diversos
estudios referidos han sido puestas en conjun-

to con estudios polifasicos (basados en iden-
tificacion clasica y mediante técnicas molecu-
lares) utilizando diversas poblaciones de la ra-
za gigante y la raza normal, y han permitido di-
ferenciar a la raza gigante como una especie
separada de D. dipsaci sensu stricto (Vovlas et
al.,, 2011) a la que se ha denominado Ditylen-
chus gigas Vovlas, Troccoli, Palomares-Rius, De
Luca, Liébanas, Landa, Subbotin & Castillo,
2011.

La diferenciacion de la especie realizada
en este (ltimo estudio estd basada en el estu-
dio pormenorizado de poblaciones de D. gigas
del sur de ltalia, Espafia y Libano, junto con di-

Las plantas de haba infectadas por D. gigas presentan
hinchazones y deformaciones en los tallos,

junto con lesiones, las cuales van de manchas de color
rojizo-marrén a negro. En infecciones severas, la hoja y su

peciolo pueden estar necrosados, lo cual puede confundirse
con sintomas inducidos por patégenos flngicos foliares.
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Arbol filogenético obtenido mediante inferencia
bayesiana mostrando las relaciones de parentesco entre
las diferentes especies y razas bioldgicas del complejo
de especies de Ditylenchus dipsaci utilizando la
secuencia de la separacion intergénica de los genes
ribosémicos (ITS).
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Probabilidades posteriores superiores al 70% se muestran
sobre los clados. Las secuencias obtenidas en el estudio de
Volvas et al., 2011 estén destacadas en negrita.

las manchas parece ser dependiente
del cultivar y de los factores ambien-
tales (Sikora et al., 2005). En infec-
ciones severas, la hoja y su peciolo
pueden estar necrosados, lo cual pue-
de confundirse con sintomas induci-
dos por patégenos flingicos foliares.
También se puede producir una muer-
te de los tallos principales, estimulan-
do la formacion de rebrotes en la
planta, produciendo una recuperacion
parcial de la misma. Las vainas se
vuelven de un color marrén oscuro
por la infeccion, distorsionando y dis-
minuyendo el tamafo de las mismas.
Las semillas en las fases mas avanza-
das de la infeccién son mas oscuras,
mas pequefias, y con punteado ne-
crético en la superficie (figura 1). Los
nematodos en las semillas suelen lo-
calizarse por debajo de la cubierta de
la semilla o testa, en las depresiones
producidas por la radicula (Hooper,
1983b), pudiéndose localizar hasta
10.000 nematodos en una sola se-
milla (Sikora et al., 2005). Desde el
punto de vista histopatolégico, las
areas necrosadas estan infectadas
por nematodos y su migracion y ali-
mentacion en las capas de células
subepidérmicas provocan la separa-
cion de las células y el ensancha-
miento de los espacios intercelulares.

Diagnosis diferencial

Ditylenchus gigas puede ser dis-
tinguido de las otras especies del gé-
nero Ditylenchus por varias caracte-
risticas morfolégicas y moleculares.

versas poblaciones de D. dipsaci sensu stricto
del sur de Italia, Espafia y Rusia. Los datos ob-
tenidos con estas poblaciones y las citadas en
la bibliografia fueron utilizados para la compa-
racion de las dos especies.

Las plantas de haba infectadas por D. gigas
presentan hinchazones y deformaciones en los
tallos, junto con lesiones, las cuales van de
manchas de color rojizo-marrén a negro (figu-
ra 1); las manchas pueden envolver el tallo y
pueden alcanzar hasta 8 cm. La coloracion de
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Los caracteres diagndsticos mas importantes
son la longitud del cuerpo (1,6-2,29 mm), los
campos laterales compuestos de cuatro line-
as, sin bandas transversales, estilete delicado

(11,5-13,0 um de longitud) con nédulos com-
puestos por proyecciones posteriores, y un lar-
80 saco uterino post-vulvar (81-150 pym de lon-
gitud) (figura 2). Ditylenchus gigas es morfold-
gicamente similar a D. dipsaci sensu stricto y D.
weischeri, de los cuales se diferencia por pre-
sentar un mayor tamafio (1,5-2,2 vs 1-1,7 y
1,2-1,6 mm, respectivamente), asi como por
una mayor longitud entre la vulva y el ano (202-
266 vs 132-188 y 172-240 um, respectiva-
mente). Asi mismo, D. gigas se diferencia de las
especies mas relacionadas por diferencias en
las secuencias de ADN ribosémico (fragmentos
de ADN conservado entre especies) (region
[TS1-5,8S-ITS2, el fragmento D2-D3 del gen de
la subunidad 28S del ribosoma, y la subuni-
dad 18S del ribosoma), el gen nuclear hsp90
(Heat Shock protein 90) y el gen mitocondrial
COI (gen citocromo oxidasa 1). Las diferencias
entre las especies del género estan discutidas
con mayor detalle en el articulo de Vovlas et al.
(2011).

Las recientes técnicas moleculares (se-
cuenciacion de fragmentos conservados de
ADN) permiten caracterizar especies con simi-
lares caracteristicas morfoldgicas, como es el
caso de las diferentes razas bioldgicas de D.
dipsaci. Mediante distintos métodos de calcu-
lo de las diferencias en las secuencias de ADN,
se pueden establecer relaciones de parentesco
evolutivo entre especies relacionadas. Estas re-
laciones de parentesco permiten determinar la
homogeneidad de la especie (puede por ejem-
plo relacionarse con la resistencia de la especie
a pesticidas o susceptibilidad de variedades re-
sistentes a la enfermedad) y aprovechar las po-
sibles similitudes de genes entre especies para
disefiar herramientas de control mas efectivas.
En el caso de D. gigas, se ha constatado utili-
zando diversas secuencias de ADN que la ho-
mogeneidad de la especie es considerable y

La mejor medida de manejo de la enfermedad es
evitar la introduccion de D. gigas en la parcela.

Por este motivo se debe vigilar la presencia del nematodo
en los lotes de semillas y solo sembrar semilla certificada

libre del patégeno, y evitar el transporte de suelo
contaminado con la maquinaria agricola




todas las secuencias de ADN obtenidas en di-
versos estudios son muy similares y estan muy
relacionadas entre si. Ditylenchus gigas esta re-
lacionado con el resto de razas biolégicas de D.
dipsaciy presenta una gran homogeneidad en
sus poblaciones basadas en las secuencias de
ADN ribosémico de las poblaciones estudiadas

(figura 2).

La identificacion clasica (basada en crite-
rios morfoldgicos) de las especies de nemato-
dos fitoparasitos de plantas puede y debe ver-
se respaldada por el estudio de secuencias de
ADN, las cuales presentan varias ventajas fren-
te a otros métodos como: i) no se ven modifica-
das por las diferencias fisioldgicas a las que ha
sido sometido el individuo (por ejemplo, dife-
rencias en tamafno, etc.); ii) permiten ser aplica-
das en estadios del patdgeno dificiles de iden-
tificar por métodos tradicionales como juveniles
o fases de huevo; y iii) son méas sensibles.

En el caso de este complejo de especies,
con similitudes morfolégicas y diferencias de
plantas huéspedes, se han utilizado varias he-
rramientas moleculares para su identificacion,
incluso a nivel de especie, como es el caso de
D. gigas y D. dipsaci sensu stricto. Diversos sets
de cebadores para amplificar la secuencia dia-
na, junto con enzimas de restriccion de ADN
especificos permiten separar D. gigas de D. dip-
saci sensu stricto (Kerkoud et al., 2007), co-
mo se ha demostrado en las poblaciones estu-
diadas de Libano, Espaia e ltalia (Vovlas et al.,
2011). Otros estudios han obtenido cebadores
para la identificacion especifica de D. dipsaci
sensu stricto derivados de marcadores SCAR
(Zouhar et al., 2007) y cebadores para PCR
convencional y a tiempo real con la region ITS
de D. dipsaci sensu stricto (Subbotin et al.,
2005). Sin embargo, actualmente la secuen-
ciacion de fragmentos de ADN especificos y su
comparacion con las secuencias depositadas
en la base de datos, puede permitir la separa-
cion inequivoca de especies de este complejo.

Ditylenchus gigas produce dafios mayores
en el cultivo de las habas que los ocasionados
por D. dipsaci sensu stricto. Sin embargo, no
se han estudiado los niveles econdmicos de
dario de D. gigas, pero como dato orientativo, el
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de Ditylenchus dipsaci, la cual causa principalmente danos
en las habas. El uso de la identificacion polifdsica permite
la clara e inequivoca separacion de las especies

nivel de dano de D. dipsaci sensu stricto en ce-
bolla, apio y zanahoria es de tan solo 2 nema-
todos/ 100 g de suelo (Decker, 1969). Ditylen-
chus gigas tiene un rango mas limitado de
huéspedes que D. dipsaci sensu stricto, aun-
que se ha encontrado parasitando malas hier-
bas, destacando a Avena sterilis, Vaccaria pyra-
midata y Verbena supina, incluso a la planta
parasita Orobanche crenata (Abbad y Bachikh,
2001). Los muestreos de suelo deben ser su-
perficiales, ya que se ha demostrado que D. gi-
gas y D. dipsaci sensu stricto pueden migrar
por la superficie del suelo, después de lluvias y
que estos nematodos no producen dafnos en
las raices. En las condiciones ambientales es-
pafiolas los muestreos deben realizarse en los

Microfotografias de Ditylenchus gigasVovlas et al.

2011.

primeros 10 cm de suelo (Nombela et al.,
1985). Los muestreos pueden realizarse en
plantas en crecimiento aislandose de las lesio-
nes necréticas de los tallos u hojas, siendo los
mejores momentos de muestreo en invierno,
donde las temperaturas son mas moderadas y
existe mas humedad. En semillas se recomien-
da el uso de aproximadamente 150 g de semi-
llas en 500 ml de agua durante aproximada-
mente 12-24 h (Hooper, 1983a), posterior-
mente el nimero de nematodos se puede
examinar por decantacion o filtrado en tamiz
de 25 um. También es recomendable para de-
tectar niveles bajos en las semillas la puesta
en remojo de éstas con una posterior macera-
cion y el uso de un embudo Baermann modifi-
cado (anadiendo por ejemplo papel
que impida la completa inmersion del
tejido para evitar condiciones anaero-
bicas del tejido) (Augustin y Sikora,
1989). La deshidratacion de los teji-
dos de las plantas permite que los ju-
veniles de cuarto estadio se agrupen
formando una lana de nematodos con
sus cuerpos deshidratados (anhidro-
biosis), lo que les da ventajas en la su-
pervivencia de la especie en los restos
vegetales del cultivo.

La mejor medida de manejo de la
enfermedad es evitar la introduccion
de D. gigas en la parcela. Por este mo-
tivo se debe vigilar la presencia del ne-
matodo en los lotes de semillas y solo
sembrar semilla certificada libre del
patdgeno, y evitar el transporte de sue-
lo contaminado con la maquinaria
agricola. También se ha observado la
supervivencia de nematodos en los ta-
llos desecados y en semillas infecta-

a) Hembra y macho adultos; b,c) region esofagica; d) detalle del
estilete; e, f) detalle del sistema genital femenino mostrando la es-
permateca (dentro de la llave); g) detalle del bulbo basal; f) de-
talle de los campos laterales; i, k) cola de la hembra; j) cola del
macho.

das, que han pasado el tracto intesti-
nal de ganado bovino y porcino, pero
no en ganado ovino (Palmisano et al.,
1971; Augustin, 1985).

Una vez introducido el nematodo
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en una parcela, las rotaciones de tres afios sin
plantas huéspedes (incluyendo malas hierbas
huéspedes) permiten una reduccion de las pér-
didas producidas por D. dipsaci sensu stricto.
Las rotaciones largas de hasta ocho afos pue-
den erradicar la enfermedad para el caso de
D. gigas con un rango mas limitado de hués-
pedes; sin embargo, el control de D. dipsaci
sensu stricto con un nimero mayor de hués-
pedes puede ser mas complicado. La aplica-
cién de nematicidas en el caso de las habas
estd muy restringida y solo estd permitido el
uso de metam sodio (MARM, 2011). La apli-
cacion de nematicidas en la semilla de siem-
bra no permite tampoco una erradicacion
completa de los nematodos, sobre todo si hay
elevados niveles de infeccion en éstas (Powell,
1974; Augustin, 1985). La solarizacion ha
mostrado buenos resultados en el control de
D. dipsaci sensu stricto en ajo en Israel (Siti et
al., 1982) y cebolla en Italia (Greco y Brando-
nisio, 1990). En Castilla-La Mancha la solari-
zacion ha sido testada con el cultivo de ajo,
dando resultados positivos (Andrés et al.,
2002), por lo que esta medida podria tam-
bién ser utilizada en cultivos de haba, debido
a que el cultivo no esta presente en verano y
los nematodos estan fundamentalmente pre-
sentes en capas superficiales del suelo. Si
bien, esta medida puede ser dificil de aplicar
en el caso de haba de grano debido a la esca-
sa rentabilidad del cultivo.

Finalmente, hay que indicar que la medida
de control de este nematodo mas rentable, efi-
ciente y respetuosa con el medio ambiente es
la utilizacion de cultivares resistentes. A este
respecto, se han detectado fuentes de resis-
tencia a D. gigas en lineas provenientes de pla-
nes de mejora del Icarda (International Center
for Agricultural Research in the Dry Areas) y del
INRA (Institute National de la Recherche Agro-
nomique) (Caubel et al., 1998). Sin embargo,
algunas lineas se han mostrado susceptibles
a algunas poblaciones de D. gigas, lo cual pue-
de indicar que puede existir cierta variabilidad
del patdgeno alin sin detectar (Abbad, 2001).

Este trabajo ha permitido separar definiti-
vamente una de las razas bioldgicas del com-
plejo de especies de Ditylenchus dipsaci, la
cual causa principalmente dafos en las ha-
bas. El uso de la identificacion polifasica
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(combinacion de diferentes herramientas co-
mo la identificacion clasica y la basada en
analisis de fragmentos de ADN) permite la cla-
ra e inequivoca separacion de las especies y es
un buen ejemplo de la combinacién de nue-
vas técnicas basadas en el ADN para la correc-
ta identificacion de las especies. Esta correcta
identificacion puede permitir la planificacion
de estrategias para un correcto manejo de la
infestacion de la parcela debido al rango mas
restringido de huéspedes de D. gigas. @
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