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Questo documento contiene numeri di diapositiva, commenti sul contenuto, ove necessario e spiegazioni per le abbreviazioni utilizzate nelle diapositive di questa presentazione, dal titolo "Introduzione ai Nematodi". Nel presente documento sono inclusi i diritti per i materiali che non sono menzionati nella diapositiva numero 98. Tutti gli elementi associati alla presentazione sono utilizzati a scopo educativo e senza fini di lucro nei campi della fitonematologia, della patologia vegetale e delle discipline connesse dell’elmintologia e della protezione delle piante. I principali veicoli per la diffusione di questa presentazione si prevede che siano la “Society of Nematologists” (Società dei Nematologi) e l'Organizzazione dei Nematologi dell'America Tropicale. Gli utenti e i fruitori sono invitati a visitare il siti internet di queste due organizzazioni (http://www.nematologists.org http://ontaweb.org) per conoscere meglio i loro contributi alla scienza e all'agricoltura e per familiarizzare con le attività filantropiche delle Fondazioni N.A. Cobb e ONTA.
Il materiale di questa presentazione si basa principalmente sui nematodi che sono parassiti di piante agronomicamente importanti. Osservatori e narratori di questa presentazione dovrebbero essere consapevoli di trasmettere al pubblico la grande diversità e l’immensa importanza di altri membri di questo assemblaggio unico di animali, sicuramente riportate qui con ingiustificata enfasi minore, raggruppati nei Nematoda. Si incoraggiano commenti di riscontro di questa presentazione da parte degli utenti. Sono ben accetti i contributi di fotografie o dati formattati in grado di migliorare le sezioni esistenti o di aggiungere nuove sezioni, soprattutto per quanto riguarda gli aspetti di biologia molecolare, o di nematodi diversi da quelli fitoparassiti. Questa presentazione NON si dovrebbe considerare come un prodotto finito. Si spera che, con il contributo di persone interessate ai nematodi, esso si evolva in un progetto in itinere che rifletta le conoscenze scientifiche, biologiche ed ecologiche accumulate in merito ai nematodi e al loro ruolo in natura.

1.) Introduzione. Lo scopo di questa diapositiva introduttiva è di illustrare il fatto che i nematodi vivono in quasi ogni nicchia ecologica conosciuta sulla terra. I nematodi sono tra, se non i, più abbondanti animali pluricellulari sulla terra. Il primo invertebrato è apparso ca. 600 milioni di anni fa, con esemplari fossili in ambra dal Libano che indicavano i primi nematodi (nematodi mermitidi parassiti di insetti) come risalenti a 135-120 milioni di anni fa (Poinar, G.O. et al., 1994. Foundam. Appl. Nematol., 17 (5) 475-477).
2.) I Sei Regni. I dati qui illustrano l'abbondanza e raggruppamenti di esseri viventi sulla terra dal "progetto di rete L’albero della Vita" (http://tolweb.org/tree/). Si noti che gli animali comprendono un milione degli 1,5 milioni di esseri viventi descritti fino ad oggi.
3.) Vermi. Vengono illustrate le posizioni relative dei vermi e di creature vermiformi all'interno del regno Animalia. Gli animali mostrano una simmetria sia radiale sia bilaterale. Organismi bilateralmente simmetrici sono sia i deuterostomi che i protostomi e il primo "inserto" spiega questi termini e illustra l’embriologia necessaria per la comprensione della formazione del tessuto del mesoderma presente in un organismo triblastico. Sia i vermi che i vermiformi sono protostomi e si dividono in due "superphyla: "quelli che contengono "animali con ciglia esterni e / o Filtro pettini "(Lofotrichozoa) e quelli che "mutano e sono provvisti di cuticole" (Ecdysozoa). I dettagli sono su http://www.wormbook.org/toc_nematodeevolecol.html nel secondo capitolo di Paul DeLey. Ci sono nove phyla (Platelminti, Briozoi, Sipunculidi, Molluschi, Nemertini, Endoprocti, Anellidi, Phoronidi e Brachiopodi) di Lophotrochozoa e otto phyla (Arthropodi, Onichofori, Tardigradi, Nematomorfi, Chinorinchi, Loriciferi, Priapulidi e Nematodi) di Ecdisozoa. Da questo punto, l’inserto 2 mostra la tenia (cestode), Taenia pisiformis, la sua estremità anteriore (scolice), attaccata all’intestino di un coniglio (www.thiagoodview.com).
4.) Phylum Nematoda. I sei inserti illustrano caratteristiche degli animali del phylum Nematoda. I termini coelomati, pseudocoelomati e acelomati sono spiegati nell’inserto 1. Nota: Alcuni esperti sostengono che gli Pseudocoelomati siano un gruppo parafiletico artificiale. Tuttavia, lo pseudocoeloma è comunque un carattere dei nematodi ed è esposto qui solo per una rassegna, senza riferimenti alla validità filogenetica del gruppo.

5.) Parassiti animali. In alto a destra: la cecità dei fiumi causata da Onchocerca volvulus. Questo nematode è veicolato dalla mosca nera, Simulium damnosum; Al centro a destra: Toxocara canis, il parassita del cane, In basso a destra: Toxocara cati del gatto domestico (modificato da petcaregt.com/cat-worm.html); In basso a sinistra: la filaria, Dirofilaria immitis; In alto a sinistra: il verme ad uncino Ancyclostoma duodenale; Inserti: 1.) nematode, Loa loa, rimosso dall'occhio, 2.) il verme di Guinea, Dracunculus medinensis, rimosso da un piede, 3.) il simbolo della medicina il caduceo, che secondo alcuni rappresenterebbe il verme di Guinea e uno strumento utilizzato per la sua rimozione da un essere umano (nota: al di fuori dell’ America, molte organizzazioni incentrate su professionisti e pazienti usano come loro simbolo il bastone di Asclepio, che ha un singolo serpente che circonda il bastone); 4.) gamba rigonfia di un individuo infetto dal nematode dell’elefantiasi Wuchereria bancrofti; 5.) i riferimenti biblici per le infezioni da nematodi causate dal verme di Guinea, Dracunculus medinensis e i migranti larvali cutanei dell’uomo causati dal verme ad uncino Ancylostoma duodenale e Necator americanus; 6.) verme ascaride del pollame, colorato.

6.) Specie a vita libera. In alto a destra: foto al microscopio elettronico di estremità anteriore di Acrobeles sp; Al centro a destra: Caenorhabditis elegans; In basso a destra: Mononchus sp. che si nutre di un altro nematode, In basso al centro: video; A sinistra: Dorylaimus sp.; Inserti: 1 A.) Thoracostoma sp.; B.) Acromoldavicus mojavicus; C.) Enoploides sp.; D.) Pontonema cfr. parpapilliferum; E.) Ceramonema sp.; F.) Latronema sp.; G.) Actinca irmae; 2.) Mononchus sp. che si nutre di un altro nematode. 

7.) Specie marine (compresi i parassiti della fauna marina). In alto a destra: Rhabditis sp; In basso a destra: Eustrongyloides sp. dal pesce testa di serpente settentrionale Channa argus; In basso al centro: Trissonchulus sp.; In basso a sinistra: disegno di un maschio di Glochinema bathyperuvensis (dpc.uba.uva.nl); In mezzo a sinistra: Onyx sp.; In alto a sinistra: specie marina sconosciuta (www.arcodiv.org), Inserto: (in alto) Phocanema sp. sdraiato su un filetto di pesce, (in basso): estremità anteriore di Camallanus cotti.

8.) Parassiti delle piante. In alto a sinistra: (esofago rosso) illustrazione colorata da B.Y. Endo; Inserti 1-6: principali caratteristiche dei nematodi parassiti delle piante; 7.) diagramma che illustra le dimensioni relative dei generi più comuni di nematodi parassiti delle piante (da Plant Pathology, modificato, di G.N. Agrios, V Edizione, 2005, Elsevier Academic Press); 8.) introduzione preliminare all’anatomia del nematode. Nota: Alcuni esperti sostengono che il 90% dei nematodi sono marini, ritenendo i parassiti animali e vegetali in confronto una piccola minoranza. Inoltre, gli studenti devono essere consapevoli che la maggior parte dei nematodi parassiti delle piante non sono parassiti dannosi all’agricoltura ma semplicemente una parte degli ecosistemi naturali.

9.) Agenti eziologici delle malattie delle piante. Per ogni gruppo di patogeni, vengono illustrati lo scopritore, l’ordine cronologico di scoperta e la prima malattia. (Modello: disponibile da Pubblicazioni Mactode). Diagramma di cellula, da “Patologia Vegetale” di G.N. Agrios, V Edizione, 2005, Elsevier Academic Press. 

10.) Lo strumento del mestiere. C = cono, S = asta e K = bottone. DEGO = orifizio della ghiandola dorsale esofagea, EL = lume esofageo, A = ampolla. In sovraimpressione: stiletti sovrapposti. Inserti: 1) funzioni dello stiletto; 2.) nota di avvertimento; 3.) Illustrazioni di stiletti di Tylenchidi, Trichodoridi e Dorylaimidi (Il Trichodorida è Paratrichodorus hispanus, preso da Roca F. e M. Arias [Nematol. Medit. 14: 181-185]), 4) video: Bursaphelenchus xylophilus, il nematode del pino, che si nutre sul micelio del fungo Gliocladium virens (in tempo reale).
11.) Ciclo biologico. Sono illustrate le uova (singole, in masse d’uova e in una cisti, immatura e completamente sviluppata); stadi giovanili (ectoparassiti e endoparasiti); individui in vari stadi di maturazione e adulti (femmine e sezioni di code di maschi che mostrano le spicole). Inserti: 1.) stadio giovanile di galligeno che schiude dall’uovo (400X in tempo reale); 2) stadio giovanile di nematode reniforme che schiude dall’uovo (1000X in tempo reale), 3.) durata dei cicli vitali dei nematodi. Nota: Il secondo stadio giovanile (J2) è lo stadio infettivo per la maggior parte dei nematodi parassiti delle piante. Esistono tuttavia delle eccezioni, quali il Rotylenchulus reniformis, in cui lo stadio infettivo è il preadulto della femmina.

12-14.) Breve storia della Nematologia delle Piante. Gli elementi visibili sullo sfondo: il Papiro di Ebers e di un esemplare di verme del pino (Enterobius vermicularis), preso da picturesofparasites.com; Inserti: 1.) sintomi di infestazione da nematodi su apici di semi di grano infetto; seme (imbrunito); stadi giovanili di seconda età che emergono dai grani; e stadi giovani (in basso) in anidrobiosi (da M. McClure), 2.) il testo integrale dagli scritti di Needham in materia. Le diapositive 13 e 14 sono auto-esplicative.

15.) Un raggruppamento fenetico di Nematodi. Inserto: Scutellonema brachyurum, la classificazione originale dei nematodi si basava sulla presenza o assenza di fasmidi (evidenziati in colore nella foto).

16.) Un raggruppamento filogenetico di Nematodi. Caratteristiche degli Adenophorea e Secernentea. Posizione dell’orifizio dorsale della ghiandola esofagea (DEGO) nei Tylenchina e Aphelenchina. Inserti: il raggruppamento filogenetico dei nematodi come illustrato nel Libro dei Vermi (WormBook) di De Ley, P. Un rapido giro della diversità dei nematodi e l’ossatura della filogenesi dei nematodi (25 gennaio 2006), WormBook, editore. La Ricerca comunitaria sul C. elegans, WormBook, doi/10.1895/wormbook. 1.41.1, http://www.wormbook.org. Un altro ottimo sito web per la consultazione è http://insects.tamu.edu/research/collection/hallan/Nematoda/Family/0NematodaIndex0.htm.

17.) Identificazione. Importanza dell'esofago (indicato da alcuni come l’esofago o semplicemente, faringe) nella identificazione dei nematodi; Inserto: 1.) esofagi di criconematidi;. 2.) umorismo, 3.) le parti dell'esofago; 4.) sezione trasversale di nematode Tylenchide nella zona del bulbo mediano che mostra il lume esofageo; 5.) l'animazione della pompa del bulbo mediano (P.M. Sforza e J.D. Eisenback).

18.) Morfologia. Le illustrazioni di maschi e femmine di nematodi non sono indicative di nessun particolare genere. Sono "ibridi" destinati a fornire agli studenti una conoscenza delle caratteristiche morfologiche esterne essenziali comuni alla maggior parte dei nematodi fitoparassiti. Nota: i valori di De Man, impiegati per l'identificazione dei generi e delle specie, si basano su misurazioni di specifiche regioni del corpo del nematode. Inserti: 1.) valori aggiuntivi di De Man; 2.) cuticola e campo laterale; 2.) regione cefalica (di faccia); 3.) tipi di sensilli.

19.) Apparati interni del corpo. Inserti: 1.) tipi di riproduzione dei nematodi parassiti delle piante; 2 e 3.) ovari monodelfici e didelfici; 4.) termini utilizzati per descrivere la disposizione degli uteri nei nematodi; 5.) modificata dall’illustrazione per C. elegans che mostra i muscoli uterini e vulvari.

20.) Posizione della vulva. Variazione della posizione della vulva nelle femmine di nematodi fitoparassiti.

21.) Apparato riproduttore. In alto a destra: Le spicole del maschio, i tipi di bursa (Leptoderana-la borsa non raggiunge l’estremità della coda, bursa-peloderana che avviluppa la coda); Inserto 1: coda del maschio (modificata dall’illustrazione per C. elegans) che mostra la cloaca e il gubernaculum; In basso a destra: video (C. elegans) che mostrano l’attività di riconoscimento del compagno e della copulazione; A sinistra: vulva di C. elegans e nematode galligeno (RK); Inserto 2: sviluppo dell’uovo (C. elegans); uova (colorate in rosso) nel tessuto radice (nematode delle lesioni), e uova che schiudono (nematode arancione-sconosciuto (David Spears), verde-Heterodera schachtii).

22.) Sistema Nervoso. In alto a destra: strutture sensoriali della coda del maschio modificato dall’illustrazione per C. elegans: B = bursa, R = neuroni radiali della bursa, a NR = anello nervoso; In basso a destra: Contracaecum rudolphii: S = sensillo; In basso al centro: Steinernema riobravis; In basso a sinistra: Xiphinema americanum: CS = sensillo cefalico (le frecce nere indicano le aperture anfidiali); In alto a sinistra: NR = anello nervoso; In alto al centro: coda del maschio di C. elegans; Inserti: 1.) (in alto) estremità anteriore del Laxus oneistus (A = apertura anfidiale); (in basso) apertura del fasmidio di Scutellonema brachyurum (colorato con ematoxylina); 2.) regioni cefaliche di (da destra a sinistra) Rotylenchus sp;. Dolichodorus sp. e Neopsilenchus sp. (Da K.B. Nguyen). 3.) A = anfidio e illustrazione della complessità di questo organo sensoriale.
23.) Apparato digerente. Al centro a destra: regione anteriore di uno stadio giovanile di II età di Heterodera glycines in radice di soia 'Lee' (B.Y. Endo), Inserti: 1.) Estremità anteriore del nematode che mostra l'orifizio dello stiletto; 2.) illustrazione della muscolatura dello stiletto e connessione con il lume esofageo (il verde indica il collegamento dello stiletto con il lume esofageo), 3) estremità anteriore di Hoplolaimus galeatus; 4) più oltre lungo l’esofago (H. galeatus); 5.) illustrazione della regione anteriore di un nematode alla giunzione tra l'esofago e l'intestino; 6) C = Cardia di Tylenchorhynchus claytoni (BBE = bulbo basale dell’esofago, INT = intestino); 7.) DS = apparato digerente, i punti segnano l’apparato digerente dall'inizio alla fine.

24.) Apparato secretore/escretore. In alto a sinistra: illustrazione (modificata) di Plectus sp.; In alto a destra: il poro escretore di C. elegans, Inserto: posizione del poro escretore (exc. pore) e ghiandola escretrice (gland) nell’illustrazione.

25.) Apparato muscolare. Elementi del sistema muscolare (scritta rossa) nelle parti mediana (A) e anteriore (B) del corpo dei nematodi. Modificato da illustrazioni nell’Atlante di Anatomia del C. elegans (Altun, Z.F., R. Lint e D.H. Hall, 2002-2006). NOTA: Il sito web www.wormatlas.org abbonda di informazioni eccellenti che arricchirebbero chiunque fosse interessato a trarre informazioni sui nematodi di qualsiasi genere. Inserti: 1.) la figura A mostra un ovario riflesso in sezione trasversale; 2.) funzioni dell’ipoderma.

26.) Habitat dei nematodi. Nematodi ecto- e endoparassiti. In alto a sinistra: nematodi delle lesioni e nematodi dal pungiglione (scala di grigi); A destra: stadi giovanili (in rosso), maschi (in verde) e femmine (in blu scuro) di RK (galligeni), CN = nematodi cisticoli. In basso illustrazione modificata da: Hesling, J.J. e H.R. Wallace, 1961. Osservazioni sulla biologia dell’anguillula del crisantemo Aphelenchoides ritzemabosi (Schwartz) Steiner in crisantemo da fioraio. I. Dispersione dell’infestazione da anguillule. Annali di Biologia Applicata 49:195-209.

27.) Radici parassitizzate. In alto a sinistra: femmine bianche del nematode cisticolo della soiai (SCN) sulla soia (www.entm.purdue.edu); In alto a destra: stadio giovanile di cisticolo che schiude dall’uovo (Ucdnema.ucdavis.edu) e femmina di  nematode delle lesioni; In basso a destra: nematodi ad anelli che si nutrono di radici di erba medica, In basso al centro: Longidorus africanus che si nutre su un apice radicale (www.faculty.ucr.edu); In basso a sinistra: apparato radicale di canna da zucchero con e senza nematodi (le dimensioni dei nematodi sono esagerate per enfasi); il particolare della lente d'ingrandimento mostra femmine rigonfie di nematodi e galligeni vermiformi a spirale adiacenti alla sezione di radice. Inserti: 1.) Stadi giovanili di SCN (nematodi cisticoli della soia) colorati nei tessuti radicali di soia (www.extension.missouri.edu); 2.) sintomi di danni esterni su colture ortive: A & B.) campo in vivaio di bosso e pianta, rispettivamente (Alessandria, LA), infestati da nematodi galligeni; C.) alberi di pesco in declino a causa dei nematodi dal pugnale (Clinton, LA); D.) manto erboso di campo da golf in declino a causa dei nematodi a lancia e dal pungiglione (Bastrop, LA); 3.) sintomi esterni di danni su colture agricole; A-C.) (LA) A.) campo di granturco infestato da Meloidogyne incognita (filare a sinistra trattato con Telone e filare a destra non trattato); B.) campo di cotone infestato da Rotylenchulus reniformis (in primo piano non trattato, sullo fondo trattato con Telone); C.) di cotone campo infestato da M. incognita e R. reniformis; D.) campo di soia infestato da Heterodera glycines (www.entm.purdue.edu). 

28.) Sintomi di danni da Nematodi fogliari (parti aeree). Riso (Crowley, LA), anemone (www.ppdl.purdue.edu), phlox (plantdisease.ippc.orst.edu), frumento, erba medica (www.agf.gov.bc.ca), noce di cocco (nematology.ifas.ufl.edu), pino (www.oznet.ksu.edu), Inserti: 1.) tulipano (www.eppo.org); 2.) auto-esplicativa; 3.) un punto di riflessione!

29.) Stima di perdite di raccolto causate da nematodi fitoparassiti. Le perdite stimate vanno da un minimo del 6,3 per cento per l'orzo (a sinistra, colture di sussistenza) a un massimo del 20,6% per il pomodoro (a destra, colture economicamente importanti). A livello globale, il valore di queste perdite è stimato superiore a $ 77 miliardi di dollari USA.

30.) Movimenti dei nematodi e diffusione. Riquadri: 1.) C. elegans strisciante (www.abac.edu); 2.) schema di movimento, modificato da Brusca, R.C. & J.G. Brusca. 1990. Invertebrati; 3.) umorismo, comunque un ottimo riferimento è il seguente: Robinson, A.F., et al. 2005. Distribuzione verticale di Rotylenchulus reniformis in campi di cotone. Journal of Nematology 37 (3): 265-271. Fotografie: fusti di propagazione (blog.agriculture.ph), pneumatici (www.istockphoto.com), residui di semi. Inserto: cartone animato raffigurante la diffusione di nematodi, come è noto per il nematode cisticolo della patata, Globodera rostochiensis, attraversi gli escrementi di uccelli. Si veda anche il lavoro di Poinar e Yanoviak riassunto nella diapositiva 94.

31.) Metodologia di Campionamento dei Nematodi. Modificato da Zuckerman, Mai & Rhode. Inserto: un semplice, ma efficace, il messaggio ai produttori (immagine a sinistra modificata da una di G. L. Tylka).

32.) Tecniche di estrazione dei nematodi. Le tecniche (in alto a sinistra e in basso) illustrate comprendono: il metodo di Baermann (utilizzando imbuti all’esterno [di solito per il terreno] o all'interno di una camera a vapore [di solito per materiale radicale], o una modifica della tecnica di Baermann impiegando un tessuto (filtro) rigido "a sandwich" tra due strati di tubi in PVC [solitamente di 15-20 cm. di diametro] usato per l'estrazione da volumi di terreno maggiori;  e l’elutriatore semi-automatico (in alto a destra e in basso). Inserto: tecnico che utilizza la tecnica di estrazione mediante centrifugazione e galleggiamento con lo zucchero.

33-36.) Dinamica delle popolazioni di nematodi. L’informazione sulla diapositiva 36 è modificata da: Norton, DC, 1978. Pp. 59-79 In, Ecologia dei Nematodi Parassiti delle Piante. John Wiley & Sons, New York. Nota: In un ambiente agricolo, il numero di generi che comprende una comunità è di solito, al massimo, di 6-8. Tuttavia, in un comunità naturale il numero dei generi è spesso 30-60.
37.) Azione dei nematodi, Danno e Soglie Economiche. Foto: (da sinistra a destra) stadio di cisti di Heterodera glycines, chiazza circolare di piante stentate (soia) "tipico" di danno da nematode, radici di pomodoro con galle causate da nematode galligeno e femmina reniforme su radice (cotone). Inserto: informazione relativa alla soglia del nematode provenienti da altri stati. Terminologia: ET-definito nella diapositiva 37; DT (soglia di danno) – il livello di nematodi al quale (relativa ad un confronto senza-nematode) si può prevedere un danno significativo; AT (soglia d'azione) - il livello del nematode al quale si dovrebbe iniziare qualche tipo di tattica di controllo. La tabella in basso fornisce le raccomandazioni di soglia attuali (ET, DT, o AT) dagli Stati elencati ed è stata fornita da: AR (T. Kirkpatrick), DE (R. Mulrooney), GA (R. Kemerait), IL (Noel G. & J. Bond), IA (GL Tylka), MS (G. Lawrence), SC (J. Mueller), TN (Donald P. & M. Newman) e VA (P. Phipps). 

38.) Tattiche di gestione (controllo) dei nematodi. In alto a destra: sistema di coltivazione senza-aratura (www.prebleswcd.com). 

39.) Nematocidi. Bromuro di metile (entwew.clemson.edu), Temik (www.bayercropscience.cl), Furadan (www.sonti.cn). Inserto: 1.) "buco" nello strato di ozono dell'atmosfera sopra l'Antartide causato da composti prodotti dall'uomo che rilasciano gas di cloro e bromo (www.NASA.gov), 2.) informazioni sui nematocidi non fumiganti. Nota: A partire dal 11/2009, i fumiganti sospesi comprendono: Meth-O-Gas, Brom-O-Gas, Terr-O-Gas e Vorlex. non fumiganti sospesi dal commercio comprendono il Dasnit e il Nemacur. Si noti inoltre che i nematacidi formulati come trattamenti per i semi comprendono Avicta Complete Cotone e Avicta Complete Mais (entrambi prodotti da Syngenta) e Insetticida/nematocida AERIS Applicato ai semi (prodotto da Bayer CropScience). 

40.) Nuove tattiche per la gestione (controllo) dei nematodi. Foto: (da sinistra a destra) applicando un nematocida a basso dosaggio come uno all’impianto, spray in-solco; e la tecnologia satellitare e GPS (www.fcc.gov) nel settore agricolo, fungo intrappola-nematode (Arthrobotrys sp.).
41.) Nematocida a bassa dose, un esempio. (dalla ricerca attuale LSU con un colloide sperimentale nel programma di nematologia del AgCenter). Inserti: 1) illustrazione delle 12 colture testate in prove sperimentali in Louisiana; 2) la resa maggiore e più consistente è stata con il cotone (in prove di campo triennali). 3) autoespicativa; 4.) metodi di applicazione valutati con questo prodotto (in tutti le prove è stata impiegata una aliquota di 10 GPA (grammi/acro) di soluzione all'1%, trattamenti "di immersione trapianto" della durata di 8 secondi in una soluzione all’1%).
42.) Agricoltura di Precisione (o Sito-Specifica), un esempio. L'uso della tecnologia GPS per documentare la posizione esatta di uno specifico campo agricolo (da Google Earth). Inserto: un campo di 100 acri di cotone nella parte nord della Louisiana in cui il terreno è co-infestato con alti livelli di nematodi galligeni (Meloidogyne incognita) e reniformi (Rotylenchulus reniformis).
43.) Agricoltura Sito-Specifica 2. In alto a sinistra: Fotografia e video, Inserto 1.) di un sistema di mappatura della conducibilità elettrica Veris 3100; In basso a sinistra: diagramma dello strumento Veris 3100 e spiegazione (a destra) di come viene utilizzato per determinare la conducibilità elettrica del suolo (CE). Altri Inserti: 2.) mappa del campo prodotta in seguito alla determinazione e alla mappatura dei valori di CE 3.) delineazione di strisce di verifica; 4.) indicatori di aree del campo che hanno risposto e non hanno risposto al trattamento con un nematocida (Telone) nell'anno 1. 

44.) Agricoltura Sito-Specifica 3. Una mappa di zona di controllo che indica le aree del campo che dovrebbero e che non dovrebbero essere trattate con un nematocida nel 2° anno. Inserto: applicazione di fumigante supplementare.
45.) Agricoltura Sito-Specifica 4. La soglia di profitto.
46.) Agricoltura Sito-Specifica 5. Software e hardware a disposizione dei produttori agricoli. 

47) Parassiti di nematodi: Pasteuria penetrans. Riquadro: informazioni su P. penetrans. Ciclo di vita (modificato da quello di www.pasteuriabio.com), fotografie al microscopio elettronico a scansione (foto al microscopio elettronico rispettivamente in scala di grigi e colorate da www.rothamsted.ac.uk di Kerry B. & K. Davies), endospora di P. penetrans; Inserti: 1.) (A sinistra) una fotografia a basso ingrandimento di una femmina di nematode dal pungiglione, (a destra) la parte anteriore di una femmina di nematode dal pungiglione; 2.) nematode dal pungiglione colorato e endospore di P. penetrans adese (arancione); 3.) informazioni relative ad altre specie di Pasteuria e nematodi che essi parassitizzano.
48) Parassiti di nematodi: Funghi. In alto a sinistra: Foto al microscopio elettronico di un nematode intrappolato da Arthrobotrys sp.; In alto a destra: anelli di cattura di Dactylaria brochopaga (Www.iwf.de); In basso: (sinistra e destra) uovo di RK (galligeno) parassitizzato da funghi; Al centro: J4 (stadio giovanile di IV età) di SCN (nematode cisticolo della soia) parassitato dal fungo ARF. 

49.) Raggruppamento Fenetico Esteso dei Nematoda. (Mai & Lyon, 1975). DEGO (orifizio della ghiandola dorsale esofagea). In alto a destra: (al centro) maschio di Tylenchorhynchus martini, (a sinistra) femmina di Gracilacus sp., (a destra) femmina di Paratylenchus sp.; In basso a destra: femmina di Hemicriconemoides sp.; a sinistra: (rispettivamente dall'alto in basso) femmine di Helicotylenchus sp., Hoplolaimus sp. e Pratylenchus sp.
50.) Generi importanti di Tylenchida. Auto-esplicativo.
51.) Evoluzione del parassitismo nei Secernentea. Foto e crediti (tranne in alto a sinistra [H. galeatus che infetta radici di graminace]) identificate in precedenza.
52.) Illustrazione dei Modi di Parassitismo. Modificato dalla maestria di R.P. Esser. Auto-esplicativo.
53-67.) Chiave dei Generi di Nematodi Parassiti delle Piante. Alcune immagini incluse in questa sezione sono state inizialmente scansionate in alta risoluzione dalla Chiave Pittorica per i Generi di Nematodi Parassiti delle Piante di W.F. Mai e H.H. Lyon (vedi ringraziamenti). Ove la qualità era scarsa (agli occhi del primo autore), si è recuperata la letteratura originale, si sono digitalizzate le immagini e sono state usate le funzioni con gli "strati" e "aggiustamenti d’immagine" di Photoshop CS3 per produrre le immagini modificate utilizzate in questa sezione della presentazione. Nota: le immagini di Pop-up in coppia servono O a chiarire la descrizione di un carattere O a illustrare un genere (linea rossa che collega la fotografia o l’illustrazione al nome del genere).
68.) Comparazione di generi Comuni di Nematodi. Dove vi sia una variazione significativa tra le specie in un genere, come ad esempio nello stadio vitale di cisti di specie di Heterodera, viene raffigurata una dimensione "media". Inoltre, oltre ai nematodi fitoparassiti, nella sezione inferiore destra del cerchio è incluso un nematode a vita libera (Rhabditis spp.).
69.) Generi Individuali di Nematodi di Massima, o Potenziale, Importanza Economica. Auto-esplicativo. Fotografie: In alto a destra: stadio giovanile in anidrobiosi di Rotylenchulus reniformis; Al centro: stadio giovanile in muta di nematodi dal pungiglione, uovo di R. reniformis; In basso a destra: coda del maschio di Bursaphelenchus xylophilus; In basso al centro: regione anteriore di femmina di nematode lanceolato e di femmina di nematode delle lesioni; In basso a sinistra: regione anteriore di femmina di Hoplolaimus galeatus; In alto a sinistra: stadio giovanile di II età di nematode galligeno.
70.) Nematodi Reniformi. Fotografie: In alto: stadio giovanile anidrobiotico, esofago di stadio giovanile; Fila di mezzo: (da sinistra a destra) femmina nella radice (LM = microscopio ottico), femmina su radice (EM = foto al microscopio elettronico), stadio giovanile infettivo di IV età su radice, maschio; Fila in basso: (da sinistra a destra) femmine su radice, campi di soia e di cotone infestati da R. reniformis, massa d'uova; Inserti: 1.) masse d’uova colorate e non colorate, 2) gamma di ospiti; 3) video.
71.) Nematodi a Cisti della Soia. Fotografie: A.) un campo di soia infestato dal nematode cisticolo, B.) "femmine gialle" su radici di soia; C.) cisti con uova all’interno visibili; D.) stadi "rigonfi" nella fase di sviluppo di una cisti (dal bianco al marrone), E.) tessuto radicale di soia contenente stadi giovanili colorati; F.) stadio giovanile (o larvale); G.) cellula singola di spermatozoo di maschio; H.) stadio giovanile di II età che schiude dall’uovo. Inserto: 1.) Disegno che mostra lo sviluppo di adulti e di cisti (modificato, fonte originale sconosciuta); 2.) (a sinistra) femmina e maschio, (a destra) cisti piene d’uova 3) femmine del nematode rispetto alle dimensioni di un nodulo di soia; 4.) video (ancora foto a confronto delle dimensioni delle femmine cisticole e noduli sulle radici da G.L. Tylka); 5.) cisti piene di uova di Heterodera glycines (100X). 

72.) Nematodi Galligeni. Fotografie: A.) una femmina endoparassita rigonfia con massa di uova esterna (entrambi colorati) nel tessuto radicale formante una galla; B.) tessuto di radice contenente stadi giovanili colorati; C.) stadi di sviluppo (da sinistra a destra) progressivi (escluso l’uovo) del nematode; D.) radici di pomodoro con galle; E.) piante impiegate in un test di ospite differenziale (per l'identificazione di specie e razze "comuni". vedi diapositiva 73), F.) radici carota con galle. Inserti: 1.) (a sinistra) femmina estratta da da tessuti di cetriolo fresco, (a destra) femmina e massa d’uova estratte da Chenopodium (C.E. Bernard); 2.) campo di soia infestato dal nematode galligeno (M. incognita) nei pressi di Alexandria, LA e sistema radicale con vistose galle; 3) video.

73.) Test di Ospite Differenziale di Galligeno. Questo test è stato sviluppato da J.N. Sasser nel 1954 ed è stato di immenso valore per la scienza della Nematologia. Un valore più (+) indica un ospite suscettibile e un segno meno (-) indica un ospite resistente. Inserto: oltre al test di ospite differenziale, si utilizza la morfologia dell’impronta perineale di femmine di nematodi galligeni (in alto al centro) per fare distinzioni tra Meloidogyne hapla (Mh), M. javanica (MJ), M. incognita (Mi) e M. arenaria (Ma). Negli ultimi anni, viene utilizzato anche l'uso dei fenotipi dell’esterasi (in basso al centro) come ulteriore metodo di conferma dalla specie.
74. Nematodi delle lesioni. Riquadro: nematode delle lesioni che si nutre nel tessuto radicale. In alto a sinistra: modello di nematode delle lesioni (disponibile da Pubblicazioni Mactode); In basso a destra: femmina; Inserto: auto-esplicativo.
75.) Nematode Lanceolato. Auto-esplicativo. In basso a sinistra: danno da nematode dal pungiglione su fragola; Inserto: auto-esplicativo. 

76.) Malattia del Pino Appassito 1. Riquadri: sintomi di appassimento del pino su singoli alberi: 1-Louisiana, 1981; 2-Portogallo, 1995 raccolta di campioni di legno di pino vicino a Setubal, PT (osservazioni e raccolte effettuate da C.E. McGawley mentre in un programma sabbatico Fulbright in Portogallo per la prima volta istruiva il personale agricolo e forestale a questa malattia rendendolo consapevole della probabile presenza del Bursaphelenchus xylophilus nel paese); 3-Giappone, 2008; 4- sintomi di appassimento del pino in una pineta in Giappone; Fotografie: Fila superiore: a sinistra M. alternatus (L.D. Dwinell), scarabeo cerambicida su aghi di pino e ceppi mostranti segni di infestazione con funghi colorati in blu (www.forestryimages.org) e sezione trasversa di trachea di M. caroliniensis zeppa di stadi giovanili di B. xylophilus; in mezzo - pini neri giapponesi che sono molto suscettibili a B. xylophilus; a destra- imballaggi (pallet) di pino, un veicolo per la probabile disseminazione del nematode; Fila in basso: a sinistra- tronchi di pino che mostrano uno scolorimento indicativo di infestazione da funghi dell’azzurramento; al centro- coda del maschio di B. xylophilus con le caratteristiche spicole a forma di " spina di rosa " (LD Dwinell); a destra- femmina di B. xylophilus (www.metla.fi). Il ciclo della malattia del pino appassito al centro del fotogramma, modificato da www.forestresearch.gov.uk. 

77.) Malattia del Pino Appassito 2. Fotografie: In alto a sinistra: colture di G. virens infestati da B. xylophilus mostranti crescita ridotta e la mancanza di sporulazione (a sinistra) e culture della stessa età in grado di produrre spore in assenza del nematode (a destra), il riquadro sottostante mostra lo sviluppo culture infestate da nematodi di oltre 12 giorni; In alto a destra: coltura di G. virens con caratteristiche fialidi a forma di "birillo"; In basso a sinistra: coda (rispettivamente) del maschio di B. xylophilus (rispettivamente a basso ed alto ingrandimento), stadi giovanili del nematode che si nutrono su micelio di G. virens, esofago e vulva della femmina e disegni di adulti del nematode; In basso a destra: piantine di pino slash e loblolly utilizzate in studi di inoculi condotti all’LSU.
78.) Nematode Lanceolato. Autoespicativo.
79-80.) Complessi di Malattie da Nematodi. Un buon riferimento sull’argomento è: Sikora, R.A. e W.W. Carter, 1987. Interazioni di Nematodi con Funghi e Batteri Patogeni - Realtà o Fantasy. Pp. 307-312 In: Vistas on Nematoloy, J.A. Veech e D.W. Dickson, Eds., E.O. Painter Printing Co.
81.) Complessi Nematode-Fungo. Fotografie: A sinistra: (dall'alto in basso) colture di Sclerotium rolfsii (www.bspp.org.uk), Fusarium oxysporum e radice di soia infetti da Rhizoctonia solani; In alto: (rispettivamente da sinistra a destra) stadi giovanili (www.rennes.inra.fr) di Heterodera schachtii e femmine di H. glycines, femmina e massa d’uova di nematode galligeno, stadi giovanili colorati di H. glycines, micelio fungino che cresce da tessuto vegetale; Inserto: 1.) un esempio di additività: i dati di produzione di fragole nel periodo 1989-1991 sono cumulativi. Per ulteriori dettagli, si consulti la citazione indicata di Journal of Nematology; 2) un esempio di sinergia. Per ulteriori dettagli, si consulti la citazione indicata di Journal of Nematology;. 3) un esempio di antagonismo. . Per ulteriori dettagli, si consulti la citazione indicata di Journal of Nematology.

82.) Complessi Nematode-Batterio. Fotografie: In alto: coltura di Ralstonia solanacearum (www.cals.ncsu.edu); In basso: femmina di Aphelenchoides ritzemabosi (modificato), Inserto: 1.) sezioni di noduli radicali di soia parassitizzato da nematode e sano (www.micro.biol.ethz.ch), 2) Fotografia al microscopio elettronico colorata di Rhodococcus fascians (www.mikrobenscout.de). 

83. Tossicità del Loglio Annuale. Riquadro: pecora colpita da ARGT. Fotografie: pianta di loglio (members.iinet.net.au), semi di loglio, nematodi in anidrobiosi (www.invasive.org). 

84.) Associazioni Nematode-Virus. Fotografie: sintomi fogliari (www.agf.gov.bc.ca); foto al microscopio elettronico (www.ncbi.nlm.nih.gov). Le frecce sulle illustrazioni di esofagi di nematodi (modificate) indicano le aree di maggiore ritenzione virus. 

85.) Interazioni Nematode-nematodi 1. Riquadro: informazioni generali relative agli studi di interazioni nematode-nematode. Introduzione a e citazione e per la metodologia delle serie di sostituzioni di DeWit. 

86.) Interazioni Nematode-nematodi 2. Applicazione delle serie di sostituzione DeWit per la valutazione d'interazione tra nematodi galligeni e reniformi. Per ulteriori dettagli, consultare la citazione indicata di Journal of Nematology.
87.) Interazioni Nematode-Infestante. Un esempio: in questo lavoro, è stato dimostrato che estratti radicali delle infestanti morningglory (MG), canapa sesbania (SA) e Johnsongrass (JG) inibiscono la riproduzione di Rotylenchulus reniformis su cotone (C). La foto sopra mostra la configurazione sperimentale nelle quali i percolati di radice sono stati raccolti da ciascuna delle infestanti (vasi sospesi utilizzati come controlli (davanti) conteneva solo terreno di coltura sterile di Perlite). La tabella a destra raccoglie la media dei dati analizzati di due prove con popolazioni di nematodi reniformi. Le foto in basso illustrano la filtrazione di percolati radicali la valutazione della loro influenza sulla schiusa di uova di R. reniformis. Inserto: 1.) dati che mostrano i numeri di cellule indifferenziate, di 8-16 cellule e uova interamente sviluppate e stadi giovanili schiusi (asse Y) per un periodo di dieci giorni (asse X) di incubazione in piastre a pozzetti contenenti percolato radice e sospensioni di controllo. I percolati da tutte e tre le infestanti riducevano il tasso di sviluppo delle uova. Per ulteriori dettagli, consultare le citazioni indicate di Nematropica; 2.) relazione nematodi infestanti più comuni in agricoltura; 3.) punti chiave inerenti le relazioni nematodi-infestanti in agricoltura; 4.) campo di soia infestato da erbacce (top-www.extension.iastate.edu) e foto di femmina di SCN (nematode cisticolo della soia) su deadnettle viola (E. Creech, Purdue University). Inoltre, un riferimento attuale è: Johnson, WG, Creech, JE, e Mock, VA 2008. Ruolo di infestanti annuali come ospiti alternativi per il nematode cisticolo della soia. On-line. Crop Management doi: 10.1094/CM-2008-0701-01-RV.
88.) Interazioni Nematode-Insetto-Fungo. In questo studio, il fungo del cancro dello stelo (DPC) ha causato riduzioni del numero di stadi giovanili di SCN (nematode cisticolo della soia) presenti nel tessuto radicale. Al contrario, la defoliazione ad opera del SBL (lepidottero della soia, Pseudoplusia includens) ha portato a aumenti significativi del numero di stadi giovanili presenti nelle radici. Nel complesso, gli effetti di questi tre patogeni sulla crescita delle piante e ciascun altro erano aggiuntivi. Per altri dettagli,
si consulti la citazione indicata di Journal of Nematology.
89.) Nematodi Entomogeni 1. Riquadri: 1.) Posizione tassonomica della maggior parte delle specie di nematodi entomogeni; 2.) esofago di nematodi dell’ordine Rhabditida; Inserti: 1.) fotografie di Heterorhabditis bacteriophora (www.biocontrol.nl) e Steinernema carpocapsae (www.db.uac.pt); 2.) intestino di S. carpocapsae che mostrano Xenorhabdus nematophilus residenti (www.uconn.edu).
90.) Nematodi Entomogeni 2. Ciclo biologico di Photorhabdus luminescens (Curiosidadesdelamicrobiologia.blogspot.com); Fotografie: A sinistra: nematodi fuoriusciti da un cadavere d’insetto; A destra: bruchi (Manduca sexta) infetti da P. luminescens e brillanti (www.nature.com), Inserto: Photorhabdus luminescens (www.sci.muni.cz). Photorhabdus significa bastoncelli luminescenti; sono i soli batteri bioluminescenti terrestri conosciuti. 

91.) Nematodi Entomogeni 3. Fotografie: A.) nematode mermitide che emerge da una formica rossa (S. Porter), B.) nematodi che emergono da una tarma della cera (Galleria mellonella); C.) gamberetto d’acqua dolce infettato da nematodi (Mygrassshrimp.googlepages.com); D.) stadio giovanile del genere Heydenius che emerge da un maschio alato di formica del genere Prenolepis. Questo esemplare è conservato in ambra del Baltico di circa 40 milioni di anni (G. Poinar, 2002); E.) nematodi che attaccano una termite (Bexar-tx.tamu.edu); F.) stadio giovanile di Romanomermis culicivorax che emerge da una larva di zanzara (Università del Nebraska, Dipartimento di Entomologia di Lincoln). 

92.) Nematodi Entomogeni 4. Fotografie: A.) larva di moscerino dei funghi infetta da Steinernema feltiae (www.omafra.gov.on.ca), B.) larva infetta da Heterorhabditis bacteriophora (www.yardscaping.org); C.) cavalletta infetta da Mermis nigrescens; D.) larve di zanzara infettate da R. culicivorax; Inserti:
1.) Psammomermis sp. (M. Hodda e www.csiro.gov.au);. 2) Confezione di Skeeter Doom garantito per contenere 500 stadi vitali misti di Reesimermis nielseni per grammo di contenuto.
93.) Nematodi Entomogeni 5.Prodotti commerciale di nematode entomogeni. Auto-esplicativo.
94.) Nematodi Entomogeni 6. Il rapporto tra Myrmeconema neotropicum e Cephalotes atratus. Auto-esplicativo

95.) Diagnostica Molecolare: titolo della diapositiva.
96.) Perché usare i metodi molecolari?
97.) La diagnostica molecolare comprende i metodi biochimici, i metodi basati sul DNA e i metodi genomici.
98.) I metodi biochimici: Il metodo biochimico più comunemente usato per la diagnostica dei nematodi è la saparazione elettroforetica e l’analisi dei ‘pattern’ degli isoenzimi. Questi comprendono l’esterasi, la malato-deidrogenasi e altri ancora. Spesso vengono separati usando un PHAST gel system (Pharmacia, Inc. potrebbe essere defunta). Limitazioni: si devono avere femmine giovani; sono state osservate varianti tra le specie; buon metodo per l’identificazione di RKN (nematodi galligeni) tropicali.

99.) DESS: un fissativo versatile per la PCR dei nematodi (descritto in dettaglio in Yoder et al., Nematology, 2006, vol. 8 (3), 367-376). DESS = DMSO, EDTA, Sale Saturo) 0,25M EDTA disodico pH 8,0; 20% Dimetil sulfossido; NaCl saturo conserva la morfologia del nematode; inattiva le nucleasi che degradano il DNA. Immagine di sinistra =; immagine di destra =; cortesia di Paul Deley. 

100.) vCenema filmati per gentile concessione di Paul De Ley, Luis Mundo e Manuel Mundo. Regioni del bulbo ghiandolare e dell’estremità dell’ovario di Pratylenchus penetrans.

101.) Metodi basati sul DNA: tutti i tipi di esemplari sono suscettibili di analisi molecolare; tuttavia, le cisti e le uova potrebbero richiedere uno sforzo supplementare per aprirle per rilasciare il DNA. La disponibilità di esemplari in situazioni di routine diagnostica è spesso limitata ad un paio di stadi giovanili, per cui è di vitale importanza lo sviluppo di metodi di estrazione del DNA e di analisi molecolare che siano efficaci con singoli nematodi.

102.) Preparazione di nematodi per l'analisi molecolare: Le cuticole dei nematodi possono essere resistenti, perciò spesso è necessaria la loro rottura fisica; le sostanze chimiche da sole risultano spesso inadeguate o caustiche (come l’NaOH, che deve essere neutralizzato prima che lo stampo possa essere utilizzato nella PCR). Mentre la PCR può essere effettuata con un estratto relativamente grezzo ottenuto da un singolo esemplare, popolazioni di nematodi generalmente hanno una resa e purezza di DNA migliore quando si impiega un kit commerciale per la preparazione del DNA. 

103.) Analisi molecolare a valle: Nella reazione a catena della polimerasi si utilizza DNA polimerasi termostabile (Taq polimerasi) per sintetizzare copie del DNA bersaglio, avendo così un aumento esponenziale della quantità di DNA.

104.) Uno sguardo più da vicino ai metodi della PCR:. Le seguenti diapositive mostrano i componenti di una tipica reazione di PCR e mettono in evidenza i modi per evitare la contaminazione e altre insidie. Questa fotografia mostra una cappa sterile utilizzata come area di lavoro per la PCR, con la disposizione delle attrezzature e forniture necessarie per la preparazione della reazione.
105.) Igiene per la PCR: La pulizia è della massima importanza per la PCR, ma ci sono diversi passaggi da effettuare per ridurre la possibilità di contaminazione o degradazione dei reagenti. Lo “schiacciamento” del nematode per l’estrazione del DNA non è difficile, ma il DNA che ne deriva non è puro, e le nucleasi presenti nel nematode possono essere attive a temperatura ambiente. Mantenere al freddo gli estratti e i componenti dei kit di PCR può aiutare a prevenire la degradazione del DNA. Puntali con filtro proteggono le pipette da contaminazioni di aerosol di DNA da un esperimento all'altro. È sempre più facile gettare una piccola aliquota di un reagente che passare settimane a capire cosa è andato male. Suddividere il buffer della Taq, nucleotidi, ecc. in piccole aliquote impedisce eccessivi cicli di gelo-disgelo che degradano le prestazioni del reagente. Una separazione fisica delle analisi pre- e post-PCR consente di limitare le possibilità di contaminazione incrociata. 

106.) post-PCR: Fotografie nei riquadri: 1) Al centro: viene pesato l’agarosio; A sinistra: viene riscaldata fino all’ebollizione una soluzione di gel di agarosio in un forno a microonde; A destra: l’agarosio raffreddato viene versato nel vassoio di raccolta del gel; 2) A Sinistra: il tampone di corsa elettroforetica è miscelato su un agitatore; A destra: tampone di corsa viene versato nella cassetta gel. 3) A sinistra: viene aggiunto l’1% di soluzione di colorante per caricamento ad ogni campione; A destra: i campioni vengono caricati nei pozzetti. 4) A sinistra: si fa passare la corrente elettrica attraverso il gel; A destra: si usa il colorante per seguire la corsa elettroforetica; 5) A sinistra: gel di agarosio imbevuto di colorante di bromuro di etidio; A destra: sistema Alpha Imager utilizzato per la documentazione digitale delle immagini di gel. Ogni laboratorio ha la sua attrezzatura e le proprie abitudini di lavoro, ma questi sono i tipici passaggi per analizzare le reazioni di PCR. Quando si pesa l’agarosio, è una buona norma utilizzare una spatola per raccogliere, ricordarsi di eliminare l'eccesso di agarosio seguendo le norme opportune per lo smaltimento dei rifiuti (non rimetterlo nella bottiglia). Evitare di preparare le soluzioni di agarosio in presenza di polvere (le particelle assorbono la luce UV e renderebbero confusa l’osservazione dei gel). Lasciar raffreddare un po’ l’agarosio sciolto prima di versarlo per evitare di deformare il vassoio del gel. Apparecchiature moderne per l’acquisizione d'immagine rende l’archiviazione molto più facile, ma piccole camere oscure per fotocamere che si adattino ad un transilluminatore sono poco costose e facili da usare. 

107) Tipico risultato di gel di un’amplificazione di PCR: Fotografia: gel elettroforesi dei prodotti di PCR. Da considerare la grandezza necessaria del gel e la percentuale di agarosio che permetterà la migliore separazione dei prodotti di PCR attesi (tipicamente, minore è la lunghezza del prodotto in paia di basi (bp) maggiore è la % di  agarosio necessaria). Assicurarsi di utilizzare pettini per gel grandi abbastanza per ospitare il volume del campione, versare il gel di spessore sufficiente e non dimenticarsie di lasciare spazio per i controlli e per i marker di peso molecolare noto.. Bande di gel possono essere asportate con una lama sterile, purificate dall’agarosio, e utilizzate per applicazioni a valle come il sequenziamento diretto, le digestioni di restrizione, o il clonaggio. Solo non dimenticare le protezioni per gli occhi quando si lavora su una fonte di luce UV! 

108.) Marcatori molecolari comunemente utilizzati per l'identificazione dei nematodi-1: i geni ribosomiali sono i più comuni geni bersaglio per la diagnosi di nematodi tramite PCR. La disposizione in multi-copia di gruppi di geni ribosomiali fornisce un ampio target perfino da singoli nematodi. Spesso esiste una bassa variazione tra array di rDNA tra individui a causa di un processo di omogeneizzazione noto come evoluzione concertata, in base al quale le copie individuali di rDNA non evolvono indipendentemente l’una dall’altra. Di conseguenza, si osserverà una piccola variazione nei geni di rDNA all'interno di un singolo nematode o popolazione. Naturalmente, ci sono delle eccezioni, tali che quando si osservano varianti di sequenze multiple, il processo di omogeneizzazione può essere incompleto.

109.) Marcatori molecolari comunemente utilizzati per l'identificazione dei nematodi-2: La regione ITS del rDNA è composta dalla regione interna spaziatrice trascritta tra le regioni codificanti del 18S e del 5.8S (ITS1) e tra il gene del rDNA 5.8S e il 28S (ITS2). A causa dell’elevato livello di conservazione della sequenza nella regione codificante che fiancheggia l’ITS, un unico primer universale (come il TW81 e AB28) è in grado di amplificare questa regione per la stragrande maggioranza dei nematodi fitoparassiti e a vita libera. I’ITS del DNA ribosomiale (rDNA) è senza dubbio la regione più comunemente amplificata e il più utile marcatore diagnostico per i nematodi fitoparassiti. 

110) Marcatori molecolari comunemente utilizzati per l'identificazione dei nematodi-3: il 18S dell’rDNA, noto anche come la piccola subunità di RNA ribosomiale (SSU). Sebbene questo marcatore sia più spesso utilizzato per l'analisi filogenetica, esso ha dimostrato una certa utilità per identificazione di specie in generi poco studiati, come per i campioni raccolti da ambienti terrestri o marini. 

111) Marcatori molecolari comunemente utilizzati per l'identificazione dei nematodi-4: il 28S dell’rDNA, noto anche come la subunità grande dell’RNA ribosomiale (LSU). I domini D2 e D3 della struttura 28S sono quelli più frequentemente utilizzati per l'identificazione e l'analisi di sequenza dei nematodi. La previsione della struttura secondaria ad anelli e a forcine può essere utilizzata per ottenere informazioni su sequenze di DNA conservate o importanti. Queste strutture possono essere di aiuto nell’allineamento delle sequenze per l'analisi filogenetica. Le Figure A e B sono da Subbotin, SA, Ragsdale, EJ, Mullens, T., Roberts, PA, Mundo-Ocampo, M., Baldwin, J.G. A phylogenetic framework for root lesion nematodes of the genus Pratylenchus (Nematoda): evidence from 18S and D2-D3 expansion segments of 28S ribosomal RNA genes and morphological characters, Molecular Phylogenetics e Evolution (2008), doi: 10.1016/j.ympev.2008.04.028.

112) Marcatori molecolari comunemente utilizzati per l'identificazione dei nematodi-5:l’IGS dell’rDNA rappresenta la regione spaziatrice intergenica tra il gene del 28S e la subunità ribosomiale (IGS1) del 5S. e lo spazio tra il 5S e il 18S (IGS2). Questo marcatore si è rivelato utile per la discriminazione di specie di nematodi galligeni, in particolare Meloidogyne mayaguensis. 

113) Marcatori molecolari comunemente utilizzati per l'identificazione dei nematodi-6: marcatori del DNA mitocondriale. Comprende la regione intervallo tra il gene della citocromo ossidasi II, compreso il gene His (istidina) del tRNA, e l’estremità per il gene 16S. È usato comunemente per la discriminazione delle specie di nematodi galligeni. Per alcune specie, sono di valore diagnostico anche la dimensione dei prodotti di PCR o i polimorfismi di lunghezza dei frammenti restrizione.

114) Polimorfismo della lunghezza dei frammenti di restrizione: i prodotti di PCR vengono digeriti con enzimi di restrizione, dando luogo a un “pattern” costituito da frammenti che possono essere analizzati mediante elettroforesi su gel. Questo metodo è stato utilizzato per una vasta gamma di nematodi fitoparassiti ed è relativamente poco costoso e di semplice esecuzione.

115) Confrontare specie sconosciute con controlli di riferimento: Un fattore chiave nell’applicazione efficace di RFLP per la diagnostica dei nematodi è avere pattern molecolari affidabili di specie di riferimento da confrontare con campioni sconosciuti.

116) PCR Real-time (in tempo reale): Un notevole vantaggio della real-time PCR è la sua versatilità; tuttavia, come per ogni PCR, sono fondamentali la dimostrazione di sensibilità e specificità. La real-time PCR richiede una strumentazione specializzata rispetto alla PCR convenzionale, e il costo dei reagenti e la manutenzione delle apparecchiature può essere un fattore limitante. La propria capacità di ideare un esperimento e interpretarne il risultato sono di fondamentale importanza.
117) Multiplex PCR: Questo approccio è per lo più basato sull’utilizzo di primers specie-specifici usati in combinazione per rilevare simultaneamente o discriminare specie di nematodi. Una delle applicazioni più note di questo metodo è la multiplex PCR basata sugli ITS del rDNA per il rilevamento di nematodi cisticoli della patata Globodera pallida e G. rostochiensis. Il metodo è stato recentemente modificato per consentire anche il rilevamento di G. tabacum. Questo metodo dev’essere usato con cautela quando vi è la possibilità di variazione intraspecifica nel marcatore prescelto. È sempre auspicabile la validazione di nuovi test nei confronti di un ampia gamma geografica di popolazioni e di specie di controllo. 

118) Crediti della Sezione: autoeplicativa.
119.) Ecosistemi Tamponati e Non-Tamponati. Ecosistema tamponato-un gruppo di piante e animali interdipendenti che abitano la stessa regione o area e interagiscono tra loro attraverso il cibo e altre relazioni in cui tutti gli influssi agenti sono annullati dagli altri, che si traduce in un sitema stabile, equilibrato, o immutabile sistema in cui nessuna specie predomina. 
120.) Studenti. Il Prodotto più Importante. Riga in alto (da sinistra a destra) C. Overstreet, K.L. Winchell, K.C. Hadden, JP Bond e I. Wenefrieda; Fila Centrale (da sinistra a destra) E. Wosula, A. Sankaralingam e MJ Pontif; Fila in basso (da sinistra a destra) F. Garces, S.R. Stetina e J. Bruce. Inserto: L - M. Parish; R - A. Staszkiewicz.
121.) Chiusura. Auto-esplicativo.
122.) Ringraziamenti. Speriamo sinceramente che i crediti qui nel syllabus e nella diapositiva 98 forniscano adeguato riconoscimento degli individui e siti web dai quali sono stati raccolti i materiali utilizzati in questa presentazione. I materiali degli autori di questa presentazione non sono accreditati nel presente documento. Si invitano gli osservatori e i fruitori di questo materiale a contattare gli autori nel caso in cui materie non sono accreditate osservato in modo che possano essere aggiunti, se del caso.
123.) Nota complementare. Si spiega da sé.
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