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Resumen IX

Resumen

Los nematodos fitoparésitos en el cultivo de pifia (Ananas comosus (L.) Merr) en Colombia
y a nivel mundial han sido poco estudiados y se carece de informacion sobre su taxonomia.
Las pocas investigaciones sobre fitonematodos en pifia no han caracterizado poblaciones
a nivel de especie mediante diagnostico morfomeétrico, molecular y filogenético, por lo
tanto, se desconocen las especies presentes en las zonas de mayor produccion. En ese
sentido, surge la necesidad de conocer con certeza las especies de estos microorganismos
asociadas al cultivo. El conocimiento de las especies de fitonematodos en un cultivo
permite proponer medidas de manejo adecuadas que mantengan poblacionales por debajo
de niveles de dafio econémico y evitar su diseminacion entre las areas productoras de este
frutal y otros cultivos. Por tal razén, en esta investigacion se planted identificar con
diagnostico morfolégico, morfométrico y molecular especies de nematodos fitoparasitos de
mayor prominencia en el cultivo de pifia en municipios productores en el Valle del Cauca.
Los géneros mas prevalentes fueron: Helicotylenchus, Pratylenchus y Rotylenchulus. En
este trabajo se detalla informacién sélo de Helicotylenchus y Rotylenchulus, a los cuales
se les hizo diagnostico morfoldgico, analisis morfométrico y molecular. En el género
Helicotylenchus se incluyeron datos morfométricos de 12 caracteres, secuencias de la
region D2-D3 de la region de expansién 28S e ITS las cuales mostraron alta afinidad con
secuencias de referencia de H. dihystera (superior a 99% de similitud), a partir de analisis
filogenético de maxima verosimilitud se observé clara y estrecha agrupacion en un mismo
clado de las secuencias de este estudio con las secuencias de referencia para la especie
Helicotylenchus dihystera. En el género Rotylenchulus se incluyeron 16 caracteres
diagnéstico y secuencias D2-D3 de la regién de expansion 28S del ADN ribosomal con alta
afinidad con secuencias de referencia de R. reniformis (superior a 99% de similitud). En el
andlisis de maxima verosimilitud se observé que la especie Rotylenchulus reniformis se
agrupo estrechamente en un mismo clado con poblaciones de referencia de R. reniformis
tipo A. Los caracteres diagnoéstico y las regiones D2-D3 e ITS fueron fundamentales para
la identificacién de Helicotylenchus dihystera y Rotylenchulus reniformis tipo A. Es el primer
reporte en Colombia y a nivel mundial que incluye taxonomia integrativa de estos dos
géneros en el cultivo de pifia. Esta informacién contribuye al conocimiento de la taxonomia
de los nematodos fitoparasitos asociados a pifia en Colombia.

Palabras clave: fitoneméatodos, especies, caracteres diagndstico, D2-D3, ITS, méxima

verosimilitud



Abstract X

Abstract

Phytoparasitic nematodes in the cultivation of pineapple (Ananas comosus (L.) Merr) have
been little studied in Colombia and worldwide, therefore, there is a lack of information on
their taxonomy. The few investigations on pineapple phytonematodes have not
characterized populations at the species level through morphometric, molecular and
phylogenetic diagnosis. Hence, the species present in the areas of greatest production are
unknown. In this sense, the need arises to know with certainty the species of these
microorganisms associated with cultivation. The knowledge of the phytonematodes species
in a crop allows us to propose adequate management measures that keep populations
below levels of economic damage and avoid their spread among the areas that produce
this fruit and other crops. For this reason, in this investigation, it was proposed to identify
with morphological diagnosis, morphometric and molecular analysis species of
phytoparasitic nematodes of greater prominence in the cultivation of pineapple in producing
municipalities in Valle del Cauca. The most prevalent genera were: Helicotylenchus,
Pratylenchus and Rotylenchulus. In this work, information is detailed only for
Helicotylenchus and Rotylenchulus, for which morphological diagnosis, morphometric and
molecular analysis were made. In the genus Helicotylenchus, 12-character morphometric
data were included, sequences from the D2-D3 region of the 28S expansion region and
ITS which showed high affinity with Helicotylenchus dihystera reference sequences
(greater than 99% similarity), a clear and close grouping in the same clade of the sequences
of this study with the reference sequences for the species H. dihystera was observed from
maximum likelihood phylogenetic analysis. The genus Rotylenchulus included 16
diagnostic characters and D2-D3 sequences from the 28S expansion region of ribosomal
DNA with high affinity for R. reniformis reference sequences (greater than 99% similarity).
In the maximum likelihood analysis, it was observed that the species Rotylenchulus
reniformis was closely grouped in the same clade with reference populations of R.
reniformis type A. The diagnostic characters and the D2-D3 and ITS regions were
fundamental for the identification of Helicotylenchus dihystera and Rotylenchulus reniformis
type A. It is the first report in Colombia and worldwide that includes integrative taxonomy of
these two genera in the cultivation of pineapple. This information contributes to increasing
the knowledge of pineapple-associated phytoparasitic nematodes in Colombia.

Keywords: phytonematodes, species, diagnostic characters, D2-D3, ITS, maximum
likelihood.
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Introduccion general

Desde los inicios de la agricultura, el ser humano ha tenido que enfrentarse a diferentes
organismos que afectan la produccién agricola, entre ellos se encuentran los nematodos
fitoparasitos, los cuales son un grupo muy diverso que causa dafios en raices, tallos o
semillas, con subsecuentes pérdidas en cultivos de importancia econdmica (Oerke, 2006;
Singh et al., 2015; Vieira & Gleason, 2019).

Los nematodos fitoparasitos son meso-organismos microscopicos, vermiformes, con
dimorfismo sexual en algunos géneros, simetria bilateral, no segmentados,
pseudocelomados vy triploblasticos, carentes de 6rganos respiratorios y circulatorios, por
ello, la circulacién y la respiracion la realizan a través de liquido que contiene en la cavidad
del cuerpo. Su tamafio por lo general oscila entre 0.2 — 1.5 mm de longitud, su 6rgano de
alimentacion es un estoma (estomatoestilete u odontoestilete), con el cual penetran en el
tejido vegetal para succionar su alimento (Van den Berg, Marais, & Swart, 2017; Hunt,
Palomares-Rius, & Manzanilla-L6pez, 2018).

Existen aproximadamente 3,400 especies de nematodos fitoparasitos (Hodda, 2011),
distribuidas en todo el mundo, las cuales causan pérdidas econdmicas en la produccién
agricola (Sasser & Freckman, 1987; Koenning et al., 1999; De Waele & Elsen, 2007; Nicol
et al., 2011). Las investigaciones indican que las pérdidas anuales ocasionadas por estos
fitoparasitos son de 8.8 — 14.6 % en la produccion total de los cultivos, lo cual equivale de
100 — 150 mil millones de ddlares a nivel mundial (Koenning et al., 1999; Abad et al., 2008;
Nicol et al., 2011). Sin embargo, las pérdidas reales pueden ser mayores por la falta de
datos de muchos paises que carecen de experiencia nematolégica, como también por las
diversas y complejas interacciones entre planta, suelo, nematodos y otros organismos del
suelo (Koenning et al., 1999; Coyne & Plowright, 2002).
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A nivel mundial se reportan més de 100 especies de nematodos fitoparasitos asociados
con el sistema radical del cultivo de pifia, la mayoria de ellos de actividad parasitica
desconocida (Sipes et al., 2005, 2017; Rabie, 2017). Estudios de diferentes partes del
mundo reportan a mas de 15 géneros que afectan las raices del cultivo de pifia. Las
investigaciones indican que los géneros que generalmente se encuentran MAas
relacionados con la disminucion de la produccién son: Paratrichodorus christiei,
Criconemella spp., Meloidogyne spp., Rotylenchulus spp., Helicotylenchus spp.,
Pratylenchus spp. Hoplolaimus, Tylenchus y Ditylenchus, (Py, 1969; Rohrbach & Apt, 1986;
Sasser, 1989; Redondo & Vardn de Agudelo, 1991; Ko & Schmitt, 1996; Jiménez et al.,
2001; Garcia et al., 2005).

Ademas de los dafios directos que ocasionan, también afectan los cultivos asociados con
otros microorganismos. Segun Mesa et al., (2014) las afecciones ocasionadas por estos
microorganismos pueden facilitar la entrada de fitopatogenos como Phytophthora spp.,
Fusarium spp., Rhizoctonia spp, Dickeya spp. entre otros. Algunos autores asocian a los
fitonematodos como transmisores de F. oxysporum, (Castillo et al., 2003; Palomares, et
al., 2011), F. solani ((Thuy et al., 2013) y algunos virus, entre ellos el virus del anillo negro
del tomate (TBRV), virus del mosaico de la alfalfa (AMV) y el virus de la hoja de la vid
(GFLV) (Murant & Lister, 1967; Villate et al., 2008; Van Ghelder et al., 2015).

La investigacion de Sasser, (1989) es de las pocas que reporta, las pérdidas en el cultivo
de pifia ocasionada por éstos fitonematodos son de 14.9 %. Por otra parte, los estudios de
Sipes (2000) en Hawai, muestran que las pérdidas en rendimiento pueden llegar al 60 —
74%, lo cual indica la importancia que tienen estos microorganismos por la limitante que

constituyen en la produccion de este cultivo.

En Colombia, las investigaciones nematologicas se han enfocado generalmente a
Meloidogyne. Alrededor del 50% de los trabajos en la literatura colombiana sobre
nematodos, han sido investigaciones de tesis a nivel de licenciatura. Los temas que
mayormente se han abordado son los relacionados con la identificacion a nivel de género,
especialmente en cultivos de café, frutales, banano, ornamentales, papa, tabaco, frijol,

sorgo, soya y vegetales. Otras investigaciones corresponden a resistencia genética,
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control quimico y biol6gico, pérdidas e interaccion con otros microorganismos (Mufioz,
Munera & Diaz, 2003; Ortiz, Guzméan & Ocampo, 2012).

Segun Mosquera-Espinosa (2016) en Colombia dia a dia aumentan las zonas productoras
de frutales, sin embargo, paralelo a ello también incrementan los problemas fitosanitarios,
entre ellos los relacionados con nematodos fitoparasitos. Histéricamente las plagas y
enfermedades causan pérdidas en los rendimientos y la produccién de pifia. Uno de los
problemas fitosanitarios que afectan este cultivo son los nematodos fitoparasitos (Sipes &
Wang, 2017). Estos microorganismos han sido poco estudiados para el cultivo de pifia,
aungue son importantes por el dafio que ocasionan en el sistema radical, ocasionando
clorosis en érganos aéreos, menor desarrollo, marchitez y atrofiamiento, alterando el
desarrollo normal de la planta. Ademas, por las lesiones que causan en el tejido que
facilitan la entrada de otros patégenos (Vargas, Varén de Agudelo & Gomez 2002; Vera et
al., 2017).

Redondo & Varon de Agudelo (1991) en el Valle del Cauca de Colombia han confirmado
en pifla la presencia de Criconemella sp., Helicotylenchus dihystera, Pratylenchus
neglectus, Rotylenchulus reniformis y Trichodorus sp. En investigaciones realizada por
Mesa y colaboradores (2014), reportaron nuevamente a Helicotylenchus spp. y
Pratylenchus spp., lo cual se convierte en un riesgo para la produccion de pifia debido al

potencial destructivo de estos nematodos.

Actualmente no existe informacion de las especies de nematodos fitoparasitos que pueden
estar afectando el cultivo de pifia en el Valle del Cauca, lo cual limita principalmente su
manejo. Para contribuir al conocimiento de las especies de nematodos fitoparasitos
asociados al cultivo de la pifia, el presente estudio tuvo como propdsito identificar
fitonematodos mediante caracterizacibn morfoldgica, morfométrica, molecular vy
filogenético (Mullis et al., 1986; Powers, 2004; Subbotin et al., 2011). El uso de las técnicas
moleculares son una herramienta que permite complementar la informacién que se obtiene
mediante descripcién morfolégica y morfométrica (Caswell, Williamson & Wu 1992; Demey
et al., 2003; Subbotin et al., 2011).



Introduccién general v

El objetivo de la investigacion fue identificar hasta especie los nematodos fitoparasitos
asociados al cultivo de pifia en municipios productores como Pradera, Buga, Dagua, La
Cumbre y Restrepo en el departamento del Valle del Cauca, Colombia.

El término “prevalencia” utilizado en esta investigacion “se define como el numero de
unidades geograficas de muestreo (campos, explotaciones, condados, estados, regiones,
etc.) en gue se ha detectado una enfermedad o un agente patégeno, dividido por el nimero
total de unidades geograficas de muestreo evaluadas” (Nutter, Teng, & Shokes, 1991;
Nutter & Gaunt, 1996; Nutter, Esker, & Netto, 2006).



Objetivos \%

Objetivos

Objetivo general

Caracterizar taxonémicamente las dos especies mas prevalentes de nematodos
fitoparasitos asociados al cultivo de pifia en cinco municipios del Valle del Cauca.

Objetivos especificos

1. Determinar los dos principales géneros de nematodos asociados a cultivos de
pifia en las diferentes zonas de produccién del Valle del Cauca.

2. ldentificar mediante caracteres morfoldgicos y morfométricos las dos especies
con mayor prevalencia de fitonematodos asociadas al cultivo de pifia.

3. Caracterizar a través de secuencias de ADN especies de nematodos utilizando
las regiones ITS y D2-D3 de gen 28S del ADNr






1.Capitulo de poblaciones de nematodos
fitoparasitos y sus parametros ecologicos y
parasiticos en el cultivo de pina

Resumen

En este capitulo se detalla informacion de los géneros de nematodos fitoparasitos
encontrados en 15 fincas de cultivo de pifla muestreadas en los municipios de Pradera,
Dagua, Buga, La Cumbre y Restrepo en el departamento del Valle del Cauca, Colombia.
Este trabajo consistid en un reconocimiento de los fitoneméatodos presentes en suelo y
raices de cultivos de pifia entre 2018 — 2019. Los géneros encontrados y con mayor
distribucion en suelo y raices fueron Helicotylenchus, con valores de100 y 81.3%, seguido
de Pratylenchus con 58.7 y 52%, Rotylenchulus con 34.7 y 22.7%, Meloidogyne con 20 y
5.3% y Criconemella con 2.7 — 0%, respectivamente. Basado en las densidades
poblacionales registradas en todos los sitios muestreados, ninguno de estos géneros se
encontré con valor de densidad absoluta igual o superior a los reportados en literatura para
los umbrales de dafo de estos fitonematodos. El andlisis de correlacion de las poblaciones
de estos géneros mostrd asociaciones sinérgicas y antagdnicas entre fitonematodos. El
andlisis de conglomerados mostro diferentes grupos de poblaciones en el dendrograma,
lo cual indica que la dinamica de las poblaciones de fitonematodos es muy diversa, lo cual
podria deberse en parte a las practicas agronémicas y agricolas que realizan los
productores en sus sistemas de produccion.

Palabras clave: pifia, prevalentes, antagénicas, fitonematodos, correlacion,

conglomerados
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Abstract

This chapter provides details information on the genera of phytoparasitic nematodes found
in 15 pineapple farms sampled in the municipalities of Pradera, Dagua, Buga, La Cumbre
and Restrepo in the department of Valle del Cauca, Colombia. This work consisted in a
recognition of phytonematodes present in soil and roots of pineapple crops between 2018
- 2019. The genera found and with greater distribution in soil and roots were
Helicotylenchus, with values of 100 and 81.3%, followed by Pratylenchus with 58.7 and
52%, Rotylenchulus with 34.7 and 22.7%, Meloidogyne with 20 and 5.3% and Criconemella
with 2.7 - 0%, respectively. Based on the population densities recorded in all the sites
sampled, none of these genera was found with an absolute density value equal to or greater
than those reported in the literature based on the damage thresholds for these
phytonematodes. Correlation analysis of the populations of these genera showed
synergistic and antagonistic associations between phytonematodes. Cluster analysis
showed different population groups in the dendrogram, indicating that the dynamics of
phytonematodes populations are very diverse, which could be due in part to the agronomic
and farming practices that producers carry out in their production systems.

Keywords: pineapple, prevalent, antagonistic, phytonematodes, correlation, clusters
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1.1 Introduccidén

La pifia (Ananas comosus L. Merr), es una fruta tropical con alto valor comercial para
Colombia. Segun Agronet (2020), la produccion en el pais en 2018 fue de
aproximadamente 1.058.109 toneladas (t), con un area cosechada de 25.093 hectéareas
(has). Este cultivo es una base importante para el desarrollo econémico por ser una fuente

de divisas y empleo para el sector agricola del pais (Botero, 2015).

La producciéon de pifia como la mayoria de cultivos, se ve afectada por diferentes
problemas fitosanitarios, entre ellos los nematodos fitoparasitos. Estos organismos afectan
la produccion agricola (Manera, Bert, & Decraemer, 2009), causando dafio directo en el
sistema radical en la mayoria de cultivos, como también predisponiendo las plantas a ser
atacadas por otros fitopatégenos (Vera et al.,, 2017). Estan ubicados entre los cuatro
grupos mas importantes de patdgenos de plantas junto con los virus, hongos y bacterias
(Jones & Fosu-Nyarko, 2014). Los dafios ocasionados por nematodos fitoparasitos son
agallas, distorsion de las raices, desorganizacion del sistema vascular, clorosis, menor
namero de raices afectando la absorcion de agua y nutrientes ocasionando marchitez y
atrofiamiento lo que resulta en un retraso en el crecimiento de las plantas, afectando la

floracion y fructificacién y, por ende, pérdidas econdmicas (Sikora & Fernandez 2005).

Estos dafios generalmente no son percibidos, debido a que en la mayoria de los casos se
desconoce su sintomatologia, ademas los sintomas se tienden a confundir con deficiencias
nutricionales, dificultando asi su diagnéstico (Tamayo, 2001). Cabe recalcar que el
comportamiento de las poblaciones y el grado de parasitismo en el cultivo estan
relacionados con las practicas agrondmicas implementadas por los productores en sus

sistemas de producciéon (Mosquera-Espinosa, 2016).
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Para el caso del Valle del Cauca, ya se han reportado algunos géneros asociados al cultivo
de pifia, entre ellos Pratylenchus, Helicotylenchus, Rotylenchulus, Trychodorus vy
Criconemella (Redondo & Varén de Agudelo, 1991; Mesa et al., 2014). Sin embargo, es
poca la informacion cientifica sobre estos microorganismos en el cultivo de pifia en el Valle
del Cauca, a nivel nacional e internacional, razén por la cual se plante6 proporcionar
informacion cuantitativa de las densidades poblacionales y frecuencias de los principales
géneros de nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de pifia en cinco municipios del
Valle del Cauca, Colombia.

1.2 Revision de literatura

1.2.1 Importanciay produccion de la pifia

La pifia Ananas comosus (L.) Merr, es uno de los cultivos comerciales més importantes en
el mundo, con un 25% de la produccién mundial de frutas tropicales (Yacob, 2010; Baruwa,
2013). Este cultivo tiene cada vez mayor relevancia a nivel mundial, ubicandose en el tercer
lugar después de los citricos, platano y banano por la alta aceptacién de la fruta (Garcia et
al., 2011). Los registros reportan aproximadamente a 90 paises dedicados a la produccion
de este cultivo (Ming et al., 2015; Thingbaijam et al., 2015; FAO, 2020), siendo Costa Rica
el mayor productor. (Tabla 1.1) (FAO, 2020).

Tabla 1.1. Principales paises productores de pifia a nivel mundial en 2017.

Pais Produccion (t) Area  cosechada Rendimiento (t/ha)
(has)
Costa Rica 3.056.445 44.500 68,68
Filipinas 2.671.711 66.088 40,43
Brasil 2.253.897 62.116 36,29
China 2.129.936 80.115 26,59
Tailandia 2.123.177 86.454 24,56
India 1.861.000 111.000 16,77

FAO, 2020
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1.2.2 Produccién de pifia en Colombia

La produccién de esta fruta en Colombia ha tenido alto impacto en los Ultimos afios por su
valor comercial, notandose un incremento en la produccion, que contribuye a mejorar la
economia de los productores a nivel nacional, pasando de 444.686 t en 2010 a 1.058.109
t en 2018 con lo cual se posiciona en el puesto 11 a nivel mundial en produccion de pifa.
En la Tabla 1.2 se muestran los datos de produccién en 2018 de los principales

departamentos productores en el pais (Agronet, 2020).

Tabla 1.2. Departamentos con mayor produccion de pifia en Colombia para el afio 2018

Departamento Area cosechada (ha) Produccién (t) Rendimiento
(t/ha)
Santander 11.085,2 455.700,9 41,11
Valle del Cauca 2.343,3 145.162,2 61,94
Meta 3.064,5 126.800 41.48
Cauca 1.155 72.987 63,19
Antioquia 855,1 72.848,8 85,18
Quindio 1.246,5 53.069,8 42,58
Casanare 529,2 31.978,3 60,43

Agronet, 2020

1.2.3 Plagas y enfermedades asociadas al cultivo de pifia

La pifia al igual que la mayoria de los cultivos es afectada por diferentes plagas y
enfermedades (Sipes & Matos, 2018). De acuerdo con Mesa et al., (2014) los problemas
fitosanitarios de mayor importancia en este cultivo son: la tecla o barrenador del fruto
(Strymon basilides), picudo (Metamasius dimidiatipennis), sinfilidos (Scutigerella

inmaculata) y cochinilla rosada (Dysmicoccus brevipes) pudricién radical o fusariosis
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(Fusarium spp.), pudricién del cogollo y del fruto (Phytophthora spp.), pudricién de hojas,
cogollo y fruto (Dickeya spp.) y nematodos fitoparasitos.

1.2.4 Nematodos en el cultivo de pifia

Las investigaciones indican que el cultivo de pifa es susceptible al ataque de
fitonematodos y constituyen una limitante en la produccion a nivel mundial y considerables
pérdidas economicas (Guerout, 1975; Rohrbach & Apt, 1986; Sasser & Freckman, 1987,
Malezieux 1998; Hernandez, 1998; Suarez & Rosales, 2008; Crozzoli, 2009 y Daramola &

Los nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de pifia Ananas comosus (L) Merr, son
un riesgo por el dafio directo que pueden ocasionar al cultivo, llegando a alcanzar pérdidas
entre 14.9 hasta un 74% dependiendo de los niveles poblacionales presentes y las
estrategias de manejo aplicadas (Sasser, 1989; Sipes, 2000), esto refleja la importancia

de estos microorganismos en la explotacion de este frutal.

Estudios de diferentes partes del mundo sefialan a méas de 15 géneros de fitonematodos
gue atacan el sistema radical de la pifia (Sasser, 1989; Rohrbach & Apt, 1986; Redondo &
Varén De Agudelo, 1991; Nath et al., 1997; Jiménez et al., 2001; Daramola et al., 2013;
Guzman-Hernandez et al., 2014; Vera et al., 2017). De igual forma, mas de 100 especies
de nematodos fitoparasitos han sido encontrados asociados con las raices de este cultivo
(Sipes et al., 2005; Rabie, 2017; Sipes & Matos, 2018).

Algunos paises que han reportado estos organismos en pifia: Colombia (Redondo & Varon
de Agudelo, 1991), Costa Rica (Ledn, 2007; Carvajal, 2009; Guzméan- Hernandez et al.,
2014; Araya, 2019), Cuba (Hernadndez, 1998; Gandarilla, Bofil, & Gonzélvez, 2014),
Guatemala (Pac, 2005), Hawéi (Sipes & Schimitt, 1994; Sipes, 2000; Chinnasri & Sipes,
2005), Filipinas (Davide, 1988), México (Garcia et al., 2005), Nigeria (Daramola et al.,
2013), Pert (Julca, 1997; Vera et al., 2017), South Africa (Rabie, 2017), Venezuela
(Jiménez et al., 2001; Crozzoli, 2002).
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Entre las especies de mayor importancia econémica reportadas en este frutal, sobresalen
Meloidogyne incognita, M. javanica, Rotylenchulus reniformis y Pratylenchus brachyurus
(Sipes et al., 2005; Daramola et al., 2013; Sipes & Chinnasri, 2018; Sipes & Matos, 2018).

Otras especies de fitoneméatodos asociados al cultivo de pifia que contribuyen con la
disminucion del rendimiento de este frutal son Pratylenchus neglectus (Redondo & Varén
de Agudelo, 1991) Paratylenchus minutus (Linford, Oliveira, & Ishii, 1949 y Masdek et al.,
2007), Helicotylenchus dihystera (Ko & Schmitt, 1992), Scutellonema sp. (Sipes & Matos,
2018), Aorolaimus sp. (da Costa et al., 1998). Sin embargo, los reportes de la mayoria de
ellas son consideradas de baja incidencia y desconocida patogenicidad (Rabie, 2017;
Sipes & Chinnasri, 2018).

1.2.5 Sintomatologia en el cultivo

La presencia y ataque de nematodos fitoparasitos se sospecha cuando las plantas
muestran estrés en el follaje aun cuando las condiciones climaticas y agronémicas son
idéneas para el cultivo. Generalmente, al observar cuidadosamente las raices se puede
diagnosticar el ataque de fitonematodos, sin embargo, es necesario el monitoreo frecuente
a partir de la colecta de muestras de suelo para establecer la presencia de nematodos
asociados al cultivo y asi mismo conocer los niveles poblacionales (Sipes & Chinnasri,
2018).

En los cultivos de pifia, la sintomatologia inducida por fitonematodos en la parte aérea
puede confundirse con excesos de humedad o estrés por nutrientes, sin embargo, la
presencia de estos fitoparasitos esta asociada a un crecimiento atrofiado de las plantas,
disminucion en el nimero de hojas, peso y ancho de las mismas. Las hojas pueden mostrar
coloracién amarillo-rosado a rojizo, pierden turgencia y las puntas pueden morir cuando el
ataque es severo. Los sintomas en las raices son dificiles de identificar, aunque se pueden
observar lesiones necréticas, las cuales pueden extenderse en toda la raiz. Los dafios

también se manifiestan en la disminucion significativa del peso del fruto, retraso en su
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madurez y floracién desuniforme (Py et al., 1987; Sijmons et al., 1994; Sipes, 2000; Sipes
et al., 2005; Rabie, 2017).

1.2.6 Manejo de los nematodos

La importancia del manejo de nematodos fitoparasitos en el cultivo de pifia radica en
proteger el sistema radical joven y en crecimiento, de lo contrario las plantas presentaran
disminucion en el crecimiento y desarrollo, frutos de menor calidad y peso y, por ende,
menor rendimiento. Las practicas que generalmente se llevan a cabo previo al
establecimiento del cultivo incluyen la aplicacién de nematicidas, rotacién de cultivos con
plantas no hospederos, barbecho y enmiendas al suelo. La aplicacién de nematicidas se
evita una vez el cultivo es establecido (Sipes & Chinnasri, 2018).

Sin embargo, la eficacia de estas estrategias de manejo dependen de una correcta
identificacion de los fitonematodos asociados al cultivo. Un diagndstico adecuado permitira
conocer el rango de hospederos de la (s) especie (s) y con ello proponer adecuadas
medidas de control para prevenir su distribucién y asi disminuir los niveles poblacionales.
La carencia de conocimiento de las especies puede llevar a desconocer el dafio
ocasionado por estos microorganismos, hacer aplicaciones nematicidas erréneas lo cual

incurre en mayores costos de produccién (Brucher et al., 2019).

Muchos patdégenos de plantas afectan la parte aérea y visualmente se puede evaluar y
cuantificar el dafio, sin embargo, en el caso de los fitonematodos el dafio generalmente es
desapercibido, debido principalmente a que ocurre en las raices y se confunde con
deficiencias nutricionales o no es considerado por los productores principalmente por el
desconocimiento de esta plaga, aunado a ello el manejo fitosanitario es deficiente e incluso
la mayoria de productores no hacen control de estos microorganismos (Tamayo, 2001).
Por otra parte, Mosquera-Espinosa (2016) enfatiza que el comportamiento de las
poblaciones y el grado de parasitismo estan directamente relacionados con las diferentes

practicas agrondmicas y control que se implementan en los sistemas de produccion. Todo
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ello repercute mayormente por el desconocimiento de estos importantes microorganismos

en la produccioén agricola.

Actualmente en Colombia se carece de informacién actualizada sobre las especies de
nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de pifia, como también sus niveles
poblacionales. Es por ello que este trabajo tiene como propdsito: a) ldentificar especies de
fitonematodos asociados al cultivo de pifia en cinco municipios del Valle del Cauca, b)
analizar estadisticamente la incidencia de las poblaciones de los dos principales géneros

de nematodos en las diferentes zonas muestreadas del Valle del Cauca.

1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Localizacion del experimento

Este trabajo se realiz6 en el departamento del Valle del Cauca, Colombia, en los municipios
de Pradera, Dagua, Buga, La Cumbre y Restrepo, en los cuales se colectaron muestras
de suelo y raices en cultivos de pifia; estas fueron procesadas y analizadas en el
laboratorio de Diagnéstico Vegetal de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Palmira.
La Tabla 1.3 contiene informacion detallada de los sistemas de produccion donde fueron

colectadas las muestras de suelo y raices.
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Tabla 1.3. Coordenadas y ubicacion de las fincas incluidas en la investigacion 2018-2019

Municipio Finca Latitud Longitud Altitud msnm
Manantial 3° 23'50.41" 76° 14" 7.371" 1069
Pradera Potrerillos 3°22'18.379"  76° 14' 32.967" 1042
La Fria 3°23'1.133" 76° 12' 3.171" 1206
Bella Vista 3°39'46.512"  76° 40'41.235" 1017
Dagua El Hato 3°40'29.723"  76° 40' 12.658" 1184
El Pinal 3°39'55.462"  76° 40" 36.958" 1004
Las Violetas 3° 38'5.593" 76° 35' 7.551" 1558
La Cumbre El Bosque 3°42'7.51" 76° 35' 50.042" 1620
La Piedra 3°40'33.578" 76°01'0" 1395
La Sombra 3°49'23.891"  76° 30" 51.508" 1423
Restrepo La Chila 3°51'23.587"  76° 31" 38.067" 1573
El Jardincito 3°51'59.702"  76° 28' 43.715" 1620
San Juanito 1~ 4° 36' 37.26" 76° 3' 14.065" 945
Buga San Juanito 2 4° 36'34.387"  76° 3'11.469" 935
Libano 4° 36' 29.563"  76° 3'11.926" 952

1.3.2 Colecta de muestras

Se seleccionaron 15 fincas cultivadas con pifia de la variedad MD2 en los cinco municipios

seleccionados (tres fincas/municipio). El criterio para la seleccién de fincas fue la presencia

de cultivos de pifia con minimo ocho (8) meses de haber sido establecidos.

En cada uno de los cultivos de pifia se tomaron muestras compuestas de suelo y raices

siguiendo un muestreo de reconocimiento (Varén de Agudelo & Castillo, 2001). Para tal

fin, en cada cultivo se realizaron recorridos entre los surcos, dejando 5 surcos de por medio

sin muestrear. En cada lote muestreado y con ayuda de un palin se colectaron 30

submuestras de suelo y raices por hectarea a una profundidad de 0 a 20 cm en la base de

la planta. Posteriormente, las submuestras se mezclaron para formar una muestra

compuesta. Las muestras fueron empacadas cuidadosamente, rotuladas y llevadas en

cajas de icopor refrigeradas para su posterior andlisis en laboratorio.
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1.3.3 Extraccion de nematodos de muestras de suelo

La extraccion de nematodos de las muestras de suelo se realizé siguiendo el método de
agitaciébn—decantaciéon de Cobb modificado (S'Jacob & Bezooijen, 1977). Para ello, de
cada muestra compuesta se hicieron 5 repeticiones de 100 cc del suelo cada una, cada
repeticion se suspendié en uno a dos litros de agua. La suspension resultante se agité
vigorosamente por espacio de cinco minutos. Transcurrido este tiempo, la suspension se
dejo6 reposar por 10 segundos y se procedié a pasarla por una columna de tamices de 10,
325y 400 mesh. Posteriormente, el suelo contenido en los tamices de 325 y 400 se colectd
en un vaso de precipitado (beaker) y se deposité sobre papel facial previamente contenido
en un tamiz de decantacion. Seguidamente, el tamiz de decantacién con la muestra de
suelo, se colocé en un plato de decantacién con agua corriente y el montaje se dejo reposar

por 48 horas para separar los nematodos.

Transcurrido este tiempo, se recuper6 los nematodos en un volumen de 20 ml utilizando
un tamiz de 400 mesh y conservada en tubos Falcon. Finalmente se almacenaron en
nevera a 4°C para posteriormente hacer la respectiva cuantificacion (S"Jacob & Bezooijen,
1977; Volcy, 1998).

1.3.4 Extraccion de nematodos de muestras de raices

Para extraer los fitonematodos de la muestra compuesta de raices se utilizé el método de
maceracion- decantacion de Cobb modificado (S"Jacob & Bezooijen, 1977; Volcy, 1998;
Ravichandra, 2014). Inicialmente las raices se enjuagaron para remover agregados de
suelo, se prepararon 5 repeticiones de 10 gr cada unay se licuaron de manera intermitente
a baja velocidad en un volumen de 200 ml de agua corriente durante 5 segundos para cada
repeticion. Seguidamente, el macerado de raices se paso6 por una columna de tamices de
10, 325y 400 mesh; el contenido del tamiz de 325 y 400 mesh se recuper6 en un volumen

de 100 mly éste fue depositado sobre el papel facial previamente ubicado en un tamiz de
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decantacion. El tamiz de decantacion con el macerado se colocé en un plato de
decantacién con agua corriente, con el proposito de separar los neméatodos durante un
lapso de tiempo de 48 hrs. Transcurrido este tiempo, se procedié a recuperar los
nematodos utilizando un tamiz de 400 mesh, estos se concentraron en tubos Falcon en un
volumen de 20 ml y se almacenaron en nevera entre 4°C (Cobb, 1917; S'Jacob &
Bezooijen, 1977; Volcy, 1998).

1.3.5 Cuantificacion de nematodos fitoparasitos

De cada suspension de nematodos se tomaron alicuotas de 3 mly se depositaron en una
camara de cuantificacion para determinar al microscopio los géneros de nematodos
presentes y el nimero de individuos en cada género. Para cada repeticion se hicieron 3
lecturas, que representaban el 45% de observacion y finalmente las 3 lecturas se
promediaron. Con los datos registrados se determinaron diferentes parametros ecolégicos,
como Frecuencias absoluta y relativa, Densidades absoluta y relativa y Valor de

prominencia, utilizando las respectivas férmulas (Volcy, 1998; Papamija, 2002).

. Nuamero de muestras con el nematodo
Frecuencia absoluta = — * 100

Total de muestras evaluadas

Frecuencia relativa = Frecuencia absoluta £ 100
Y de frecuencia absoluta de todos los nematodos

Densidad absoluta = Numero promedio de individuos del nematodo en 100 cc de suelo 6
10 g de raices

Densidad absoluta del nematodo

Densidad relativa = * 100

Y de densidad absoluta de todos los nematodos

Valor de prominencia absoluto = Densidad absoluta *\/frecuancia absoluta

Valor de prominencia

Valor de prominencia relativa = * 100

Y. del valor de prominencia de todos los nematodos
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1.3.6 Analisis estadistico

Los datos generados en este trabajo fueron sometidos a un analisis estadistico utilizando
el software SAS (Statistical Analysis System) con el propoésito de interpretar la informacion
registrada y de esta manera conocer sobre la ecologia de los fitonematodos presentes en
suelo y raices en el cultivo de pifia. Se hizo un andlisis de correlacion, Analisis de
Componentes Principales (ACP) y analisis de conglomerados para conocer la diversidad,
el agrupamiento o separacion de las poblaciones encontradas y un analisis de
correlaciones para determinar las posibles relaciones sinérgicas o antagonicas entre los

fitonematodos encontrados.

1.4 Resultados

En 15 sistemas de produccion de cultivos de pifia, distribuidos en cinco municipios del Valle
del Cauca, se encontraron nematodos fitoparasitos de los géneros Helicotylenchus,
Rotylenchulus, Pratylenchus, Meloidogyne y Criconemella. La Tabla 1.1 y Figura 1.1

proveen informacion de la ubicacién geografica de las fincas muestreadas.
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Tabla 1.4. Fincas muestreadas en cinco municipios del Valle del Cauca (2018-2019)

Numero de muestras compuestas

Ubicacion Finca Area (ha) Suelo Raices
Manantial 1 1 1
Pradera Potrerillos 1 1 1
La Fria 1 1 1
Bella Vista 1 1 1
Dagua El Hato 1 1 1
El Pinal 1 1 1
Las Violetas 1 1 1
La Cumbre EIl Bosque 1 1 1
La Piedra 1 1 1
La Sombra 1 1 1
Restrepo La Chila 1 1 1
El Jardincito 1 1 1
San Juanito 1 1 1 1
Buga San Juanito 2 1 1 1
Libano 1 1 1

Nota: En cada muestra compuesta se tomaron 5 repeticiones
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Figura 1.1. Ubicacion geogréafica de los sitios muestreados (mapa elaborado por el autor).

1.4.1 Poblaciones de nematodos fitoparasitos

A partir de observaciones al microscopio, se establecié que todas las fincas muestreadas
presentaron nematodos fitoparasitos. En muestras de suelo se encontraron cinco géneros
de nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de pifia, Pratylenchus, Rotylenchulus,
Helicotylenchus, Meloidogyne y Criconemella (Sinonimia: Mesocriconema). Estos mismos

géneros fueron registrados en muestras de raices a excepcién de Criconemella.
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En general y de acuerdo con los datos de frecuencia absoluta, Helicotylenchus spp. fue el
fitonematodo con mayor distribucion, estuvo presente en el 100% de las muestras de suelo
y en un 81,3% en muestras de raices, respectivamente, seguido de Pratylenchus spp. con
58,7 y 52,0%, Rotylenchulus spp. con 34,7 y 22,7%, Meloidogyne spp. con 20,0y 5,3% y
Criconemella spp. presente solo en suelo con un 2,7%, (Tabla 1.5).

Tabla 1.5. Porcentajes de frecuencia de nematodos fitoparasitos en muestras de suelo y
raices de pifia 2018 — 2019

Géneros Suelo (%) *5 Raices (%) *5
muestras/ha muestras/ha
Helicotylenchus 100,0 81,3
Pratylenchus 58,7 52,0
Rotylenchulus 34,7 22,7
Meloidogyne 20,0 5.3
Criconemella 2,7 0

* 75 muestras de suelo y 75 muestras de raices

En la Tabla 1.6 se muestra informacion de parametros ecoldgicos y parasiticos registrados
para cada género en suelo rizosférico en los diferentes municipios. La frecuencia absoluta
de Helicotylenchus fue del 100% en todos los municipios, lo cual indica que la dispersiéon
de este fitonematodo es alta, seguido de Pratylenchus con una menor distribucién, con

valores entre 33,3 — 80,0%, y Rotylenchulus con 20 — 73% respectivamente.

Las densidades absolutas representan el promedio de individuos/100 cc de suelo. Los
valores mas altos correspondieron a Helicotylenchus en los municipios de Pradera con
1.451 y La Cumbre 1.311, Rotylenchulus en Buga con 165 y Pratylenchus en La Cumbre
con 96 y Buga 67 individuos/100cc de suelo. Los valores de prominencia indican la
importancia relativa que presenta cada género basado en su distribucion y densidad en el
suelo. Los valores de prominencia mas altos en todos los municipios correspondieron a

Helicotylenchus 14.511, seguido de Rotylenchulus 1.410 y Pratylenchus 701.
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La Tabla 1.7 corresponde a los datos de parametros ecoldgicos y parasiticos generados
en muestras de raices, en las cuales, claramente se observa la misma tendencia que en
muestras de suelo, siendo Helicotylenchus el mas frecuente seguido de Pratylenchus y

Rotylenchulus. Paratodos los géneros los valores fueron inferiores a lo registrado en suelo.

Los valores de frecuencia absoluta para Helicotylenchus estuvieron en un rango entre 60
y 100%, Pratylenchus 33,33 — 66,67% y Rotylenchulus 0 — 53,33%.

En muestras de raices los valores de densidad absoluta indica el promedio de
individuos/10 g de raices. Se observa que para los tres géneros los valores fueron
generalmente bajos, mostrando Helicotylenchus valores entre 10,22 - 215,13;

Pratylenchus 7,13 — 56,47, Rotylenchulus 0 — 15.53 individuos/10 g de raices frescas.

Los valores de prominencia mas altos en muestras de raices fueron Helicotylenchus
2.078,39; Pratylenchus 350.67 y Rotylenchulus 98,24
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Tabla 1.6. Parametros ecoldgicos y parasiticos en muestras de suelo por municipio.

Ubicacion  Género Frecuencia Frecuencia Densidad Densidad Valor Valor de promi.
absoluta relativa absoluta relativa prominencia relativa
Helicotylenchus 100,00 44,12 300,89 95,87 3.008,89 96,81
Dagua Pratylenchus 80,00 35,29 9,80 3,12 87,65 2,82
Rotylenchulus 20,00 8,82 1,33 0,42 5,96 0,19
Helicotylenchus 100,00 44,12 1.311,13 92,80 13.111,33 91,09
La Cumbre Pratylenchus 53,33 23,53 96,00 6,79 701,08 4,87
Rotylenchulus 20,00 8,82 1,33 0,09 5,96 0,04
Helicotylenchus 100,00 26,32 281,80 52,38 2818,00 57,21
Buga Pratylenchus 53,33 14,04 66,67 12,39 486,86 9,88
Rotylenchulus 73,33 19,30 164,67 30,61 1410,12 28,63
Helicotylenchus 100,00 41,67 1.451,13 97,11 14.511,33 98,30
Pradera Pratylenchus 33,33 13,89 29,80 1,99 172,05 1,17
Rotylenchulus 33,33 13,89 6,67 0,45 38,49 0,26
Helicotylenchus 100,00 42,86 950,67 96,26 9.506,70 97,53
Restrepo Pratylenchus 73,33 31,43 18,23 1,85 156,11 1,60
Rotylenchulus 26,67 11,43 6,67 0,68 34,44 0,35
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Tabla 1.7. Parametros ecoldgicos y parasiticos de nematodos fitoparasitos asociados a raices de pifia.

Ubicacion Género Frecuencia Frecuencia Densidad Densidad Valor de Valor de
absoluta relativa absoluta relativa prominencia promi.
relativa
Helicotylenchus 73,33 52,38 10,22 52,21 87,54 59,87
Dagua Pratylenchus 46,67 33,33 7,13 36,44 48,73 33,33
Rotylenchulus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Helicotylenchus 100,00 35,71 85,33 69,04 853,33 73,57
La Cumbre Pratylenchus 66,67 23,81 28,47 23,03 232,43 20,04
Rotylenchulus 53,33 19,05 4,00 3,24 29,21 2,52
Helicotylenchus 60,00 28,13 19,56 22,44 151,48 25,55
Buga Pratylenchus 46,67 21,88 56,47 64,79 350,67 59,15
Rotylenchulus 20,00 9,38 2,67 3,06 11,93 2,01
Helicotylenchus 80,00 33,33 198,67 85,31 1.776,93 86,78
Pradera Pratylenchus 33,33 13,89 12,87 0,13 74,29 3,63
Rotylenchulus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Helicotylenchus 93,33 41,18 215,13 87,06 2.078,39 90,25
Restrepo Pratylenchus 66,67 29,41 13,78 5,58 112,50 4,88
Rotylenchulus 40,00 17,65 15,53 6,29 98,24 4,27
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Con el Andlisis de Componentes Principales se determinaron 4 CP con valores propios
mayores o igual a 1 que explicaron el 85.2% de la varianza, notdndose que los

componentes principales 1y 2 son los gue muestran mayor variancia (Tabla 1.8)

Tabla 1.8. Valores propios y porcentaje total de la varianza acumulada para cada
componente principal.

Componente Valores % total de la % total de la varianza
principal propios varianza acumulada
1 3.397 37.8 37.8
2 2.045 22.7 60.5
3 1.168 13.0 73.5
4 1.051 11.7 85.2
5 0.792 8.8 94.0

En la Tabla 1.9 se presenta la correlacidn en suelo y raices para cada género en cada
componente, siendo Pratylenchus y Rotylenchulus los mas importantes en el CP1,
Helicotylenchus en CP2, Meloidogyne en el CP3 y Criconmella en el CP4 en suelo. En

raices se observé la misma tendencia excepto Criconemella que no se encontrd en raices.
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Tabla 1.9. Correlacion de cuatro componentes principales entre los géneros estudiados.

Medio Geéneros 1 2 3 4
Criconemella -0.040 0.311 0.395 0.742
Helicotylenchus -0.151 0.635 -0.040 -0.041

Suelo Meloidogyne 0.191 -0.170 -0.680 0.309
Pratylenchus 0.445 0.153 -0.184 -0.159
Rotylenchulus 0.452 -0.037 0.316 -0.146
Helicotylenchus -0.116 0.575 -0.121 -0.362

Raiz Meloidogyne -0.095 -0.286 0.458 -0.262
Pratylenchus 0.511 0.149 0.106 -0.191
Rotylenchulus 0.503 0.107 0.107 0.263

Nota: Los valores de los géneros mas importantes en cada componente se muestran en
negrita. Criconemella solo se encontr6 en muestra de suelo.

En el biplot (Figura 1.2) y en el dendrograma (Figura 1.3) se observa que las poblaciones
Se agruparon en cuatro grupos, indicando diferencias en la estructura y composicion de las

comunidades de nematodos fitoparasitos en los cultivos de pifia muestreados.
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Figura 1.2. Biplot de las quince poblaciones analizadas en los diferentes municipios.
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Figura 1.3. Dendrograma del analisis de conglomerado de las poblaciones estudiadas.

Al comparar los fitonematodos de muestras de suelo y de raices, hubo alta correlacion de

acuerdo con el coeficiente de correlacion de Pearson (0.77152) ver Tabla 1.10.

Tabla 1.10. Correlacién de los fitonematodos en muestras de suelo y raices.

Nematodos en raices Nematodos en suelo
Nematodos en raices 1.00000 0.77152 <0.0008
Nematodos en suelo 0.77152 <0.0008 1.00000

La Tabla 1.11 muestra los resultados del andlisis de correlacion. Se observa que existe
una correlaciébn negativa y altamente significativa (r = -0.25913; P = 0.0001) entre
Rotylenchulus y Helicotylenchus en suelo, de igual manera hubo correlacién negativa y
altamente significativa entre Rotylenchulus en suelo y Helicotylenchus en raices (r = -

0.17590; P = 0.0082). La correlacién entre Helicotylenchus en suelo y Meloidogyne en raiz
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también fue negativa y significativa (r = -0.13722; P = 0.0397), lo cual demuestra que hay
antagonismos entre cada pareja de géneros, debido a la competencia por sitios de
alimentacion. Las correlaciones positivas, aunque sean significativas, indican que no hay
antagonismo entre los fitonematodos, y la presencia de uno no interfiere en la del otro,
como en el caso de Rotylenchulus — Pratylenchus y Rotylenchulus - Meloidogyne, los

cuales, pueden convivir en el mismo medio y no habrd competencia por espacio y alimento.
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Tabla 1.11. Andlisis de correlacién entre los géneros encontrados en el estudio.

Géneros indice de Nivel de significancia

correlacion (0.05)

Rotylenchulus suelo vs Helicotylenchus suelo -0.25913 0.0001
Rotylenchulus suelo vs Helicotylenchus raiz -0.17590 0.0082
Rotylenchulus suelo vs Pratylenchus suelo 0.43037 0.0001
Rotylenchulus suelo vs Pratylenchus raiz 0.33134 0.0001
Rotylenchulus suelo vs Meloidogyne suelo 0.03526 0.5988
Rotylenchulus suelo vs Meloidogyne raiz -0.05211 0.4366
Rotylenchulus suelo vs Criconemella suelo -0.01741 0.7951
Rotylenchulus raiz vs Helicotylenchus suelo -0.00337 0.9599
Rotylenchulus raiz vs Helicotylenchus raiz -0.06674 0.3190
Rotylenchulus raiz vs Pratylenchus suelo 0.28188 0.0001
Rotylenchulus raiz vs Pratylenchus raiz 0.70615 0.0001
Rotylenchulus raiz vs Meloidogyne suelo 0.18470 0.0055
Rotylenchulus raiz vs Meloidogyne raiz -0.04209 0.5299
Rotylenchulus raiz vs Criconemella suelo 0.08658 0.1957
Helicotylenchus suelo vs Pratylenchus suelo 0.04943 0.4606
Helicotylenchus suelo vs Pratylenchus raiz -0.00771 0.9084
Helicotylenchus suelo vs Meloidogyne suelo -0.06346 0.3433
Helicotylenchus suelo vs Meloidogyne raiz -0.13722 0.0397
Helicotylenchus suelo vs Criconemella suelo 0.11194 0.0939
Helicotylenchus raiz vs Pratylenchus suelo 0.04302 0.5209
Helicotylenchus raiz vs Pratylenchus raiz 0.04828 0.4712
Helicotylenchus raiz vs Meloidogyne suelo -0.11010 0.0995
Helicotylenchus raiz vs Meloidogyne raiz -0.10242 0.1256
Helicotylenchus raiz vs Criconemella suelo 0.00431 0.9487
Pratylenchus suelo vs Meloidogyne suelo 0.10060 0.1325
Pratylenchus suelo vs Meloidogyne raiz -0.08732 0.1919
Pratylenchus suelo vs Criconemella suelos -0.03309 0.6215
Pratylenchus suelo vs Meloidogyne suelo 0.05750 0.3907
Pratylenchus suelo vs Meloidogyne raiz -0.05023 0.4534
Pratylenchus suelo vs Criconemella suelo -0.01903 0.7765
Meloidogyne suelo vs Criconemella suelo -0.01788 0.7896

Meloidogyne raiz vs Criconemella suelo -0.01178 0.8605
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1.5 Discusioén

Los nematodos fitoparasitos encontrados en este trabajo coinciden con los reportados a
nivel mundial para el cultivo de pifia: Costa Rica (Guzman et al., 2013), Cuba (Hernandez,
1998; Gandarilla, Bofill, & Gonzalvez, 2014), Hawai (Rohrbach & Apt, 1986; Caswell & Apt,
1989;), Nigeria (Daramola et al., 2013), Pert (Julca, 1997; Vera et al., 2017), South Africa
(Rabie, 2017) y Venezuela (Jiménez et al., 2001). Los trabajos realizados en Colombia son
pocos, sin embargo, este estudio es consistente con el de Redondo & Varén de Agudelo

(1991) que se llevé a cabo en los departamentos del Cauca y Valle del Cauca, Colombia.

Es de anotar que la mayor frecuencia de Helicotylenchus y Pratylenchus en esta
investigacion concuerda con los trabajos de otros investigadores (Hutton, 1975; Redondo
& Varon de Agudelo, 1991; Julca, 1997; Araya, 2019) en donde destacan a estos dos

géneros como los mas frecuentes asociados al cultivo de pifia.

La presencia de Helicotylenchus en raices y suelo se debe a que este nematodo tiene

habito de alimentacion ectoparasito o semi-endoparasito (Ravichandra, 2014).

Las densidades absolutas mas altas encontradas en este estudio para Helicotylenchus
fueron de 1.451 y 1.311 individuos/100cc de suelo, estos valores son superiores a los
reportados por Figueroa (1985), quien en su trabajo menciona que 1.100 individuos/100cc
de suelo no causan dafio al cultivo de pifia. Sin embargo, los valores registrados en este

estudio son superiores y podrian representar algun riesgo para el cultivo.

En el trabajo realizado por Redondo & Varon de Agudelo (1991) inocularon densidades
poblacionales de Helicotylenchus dihystera mas altas con respecto a las encontradas en

esta investigacion y las plantas de pifia no fueron afectadas. Es necesario aclarar que los
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materiales de pifia inoculadas y evaluadas por dichos autores era de la variedad "Manzana’
y ellos mismos concluyen que el motivo por el cual no se observo dafio pudo deberse a
que: 1) Helicotylenchus no induce la sintomatologia en hospedero, 2) la variedad
"Manzana” mostré algun tipo de tolerancia y 3) el nematodo requiere mas tiempo para
afectar el cultivo ya que sus evaluaciones duraron cinco meses y segun Thorne (1961)
Helicotylenchus requiere mas de un afio de alimentacion en una misma planta susceptible
para ocasionar sintomas (Redondo & Varon de Agudelo, 1991; Julca, 1997; Castellano et
al, 2004). Cabe mencionar que las fincas visitadas en este estudio tenian mas de un afio
de haber sido establecidas con la variedad MD2, por lo tanto, esto indicaria que el cultivo
probablemente podria estar siendo afectado por Helicotylenchus, por las diferencias en
susceptibilidad que puede haber entre materiales. En ese sentido, es necesario hacer mas
estudios relacionados con el parasitismo de este fitonematodo y su relacién con el

rendimiento en el cultivo.

Es de mencionar que otros autores reportan a H. dihystera como fitonematodo parasito en
otros cultivos, los cuales son de referencia para considerar las poblaciones encontradas
en este trabajo. En una investigacion realizada por Rao & Swarup (1974) en cafa
determinaron que mas de 1000 H. dihystera en 500 cc de suelo pueden ser perjudiciales

para el cultivo de la cafia.

En otro trabajo realizado por Rashid & Azad (2013) en plantas ornamentales (Celosia
cristata) concluyeron que 2.000 hembras de H. dihystera por kg de suelo, causaron
disminucion del crecimiento de la planta. En el mismo estudio de Rashid & Azad (2013)
determinaron que los inoculos superiores a 4.000 hembras/planta reduce
significativamente su factor de reproduccibn ya que a mayor in6culo hay menor
multiplicacién de los nematodos, segun los autores puede deberse principalmente a la

competencia por espacio y alimento.
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Otro estudio de Zahid y colaboradores (2002) en el ornamental trébol blanco (Trifolium
repens) evaluaron inéculos con densidades poblacionales entre 10 - 500 H. dihystera y
ninguna mostré afeccion a la planta, por ende, se determina que densidades bajas de este

fitonematodo no causan dafio.

La investigacibn de Firoza & Magbool (1994) utilizando diferentes densidades
poblacionales en berenjena, trigo y tomate, determinaron que 4000 H. dihystera por kg de

suelo son el umbral perjudicial para estos cultivos.

En India realizaron experimentos en macetas y observaron que H. dihystera redujo el
crecimiento de Capsicum annuum con niveles de inéculo iniciales de 50 nematodos/1500
g de suelo y superiores. En los niveles mas bajos de indculo hubo un aumento en el peso
de los brotes y raices, lo cual indica que aun con poblaciones bajas el fitonematodo pueden
influir en el desarrollo normal de la planta. Por otra parte, también se determiné que la tasa
de multiplicaciéon del nematodo fue inversamente proporcional al nivel de indculo inicial
(Muthukrishnan, Rajendran & Chandrasekaran, 1975).

En este mismo pais (India) evaluaron 21 cultivares de sorgo (Sorghum bicolor) y
observaron que poblaciones de 10.000 H. dihystera/planta redujeron el crecimiento y peso
del cultivo (Jain & Hasan, 1987).

Pratylenchus fue el segundo fitonematodo mas frecuente en este estudio, sin embargo, los
valores encontrados en todos los municipios, estuvieron por debajo del umbral de riesgo
para el cultivo, partiendo de la investigacion de Sipes et al., (2005) en la cual inocularon
200 Pratylenchus por planta y encontraron una reduccion del 25% en el crecimiento de la
planta después de 10 meses, esto indica la importancia de este fitoneméatodo en el cultivo

de pifa.
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La especie Pratylenchus neglectus también ha mostrado ser patogénica en el cultivo de
pifia. En el estudio de Redondo & Varén de Agudelo (1991) encontraron que inoculaciones
de 880 P. neglectus en 6 kg de suelo se redujo en mas del 50% el follaje y raices del cultivo
de pifa.

En otros cultivos también se ha reportado como perjudicial este fitonematodo. El estudio
de Simbes & Inomoto (2008) demostré que P. brachyurus es patogénico para el cultivo de
frijol caupi, en el cual determinaron que densidades de 5,000 P. brachyurus por planta
(2300 g) causaron retraso en el crecimiento de las plantas y afectaron la formacion y
llenado de las vainas. También concluyeron que altas densidades de inGculo causan
menos dafio a las plantas y se lo atribuyen a que probablemente hay competencia
intraespecifica. Otra investigacion hecha por Machado, Ferraz, & Inomoto (2012) en el
cultivo de algodon observaron que densidades poblacionales de 12.000 P. brachyurus/400

cc de suelo causan dafio al cultivo.

El tercer fitonematodo de mayor importancia fue Rotylenchulus. En el municipio de Buga
se encontraron las poblaciones mas altas, sin embargo, los valores encontrados en este
trabajo no representan una amenaza para el cultivo de pifia. Cabe recalcar que es de vital
importancia el monitoreo constante de los niveles poblacionales de Rotylenchulus ya que
en Hawai (Davide, 1988; Gianessi et al., 2002), Filipinas (Davide, 1988) Puerto Rico, partes
de Tailandia, (Queensland) Australia y (Oxaca) México (Sipes & Chinnasri, 2018) ha sido
reportado como el principal nematodo fitoparasito del cultivo de pifia.

El estudio de Sipes & Schmitt (2000) en el cultivo de pifia indica que R. reniformis en
densidades poblacionales superiores a 1.000 nematodos/250 cc de suelo causan dafio al
cultivo de pifia y se convierten en la principal limitante para este cultivo en el suelo. Los
mismos autores mencionan que si antes de plantar el cultivo se encuentran poblaciones
por debajo de 300 R. reniformis/250 cc de suelo, estas pueden causar dafio al cultivo, sin
embargo, indican que la disminucion del rendimiento puede atribuirse a los nematodos y a

la fertilidad del suelo.
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En el cultivo de algod6n cuando la densidad poblacional excede 2 R. reniformis/cc de suelo
en primaveray 10 R. reniformis/cc de suelo en otofio son suficientes para causar dafo, por
ende, el servicio de extension de Mississippi y Alabama recomiendan hacer aplicaciones
para controlar este parasito de plantas (Wang, 2007).

En general, para los tres géneros (Helicotylenchus, Pratylenchus y Rotylenchulus) es
importante considerar los muestreos constantes para conocer el flujo de las poblaciones
en el cultivo para determinar si disminuyen, se mantienen o incrementan, y si s necesario,

considerar las respectivas estrategias de control.

Con el andlisis de correlacion se pudo determinar que entre Helicotylenchus y
Rotylenchulus hubo correlacién negativa y altamente significativa, por lo tanto, se confirma
gue hay antagonismo entre estos dos géneros, es decir, la presencia de uno afecta al otro.
Esto podria deberse a que Helicotylenchus spp. algunas veces presenta el mismo tipo de
parasitismo que Rotylenchulus, (Ravichandra, 2014), por lo tanto, ello podria explicar en
cierta medida la ausencia de poblaciones de Rotylenchulus en presencia de

Helicotylenchus en los sitios muestreados.

La correlacion negativa y significativa entre Helicotylenchus y Meloidogyne segun
Eisenback (1993) se debe a que Helicotylenchus puede alimentarse en los sitios de
penetracion de preferencia en los estados infectivos de Meloidogyne y por ende no
establecer un sitio de alimentacion exitoso. Por otra parte, el mismo autor indica que por
ser un ectoparasito puede dafiar la raiz disminuyendo asi los sitios de alimentacion
disponibles para Meloidogyne, aunque también menciona que las interacciones entre
fitonematodos ecto y endoparasitos sedentarios puede ser benéfica para uno de ellos o
para ambos. La correlacién para poblaciones de Pratylenchus y Rotylenchulus fue positiva
y altamente significativa, lo que indica que pueden convivir dadas las diferencias en sus

hébitos de alimentacion (Eisenback, 1993).
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Los agrupamientos observados en el analisis de componentes principales y
conglomerados podrian atribuirse a diferencias en los niveles de intensificacion agricola,
como también a las diferentes practicas agronémicas que cada productor realiza en su
sistema de produccion, incluyéndose la fertilizacién, rotacion de cultivos, barbecho, forma
de preparar y transportar la semilla para la siembra, control de malezas y aplicacién de
productos quimicos. Por otra parte, las condiciones climéticas y el tipo de suelo son
factores importantes que también influyen en el comportamiento, estructura, composicion

de los fitonemétodos en el suelo y raices (Norton, 1979; Kumar et al., 2014).
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1.6 Conclusiones

Los géneros con mayor distribucion en los cultivos de pifia en el Valle del Cauca fueron
Helicotylenchus y Pratylenchus, siendo las poblaciones de Helicotylenchus las més altas

en suelo y raices.

Las poblacionales encontradas deben ser estudiadas para conocer su parasitismo y nivel

de infestacion en los sistemas de produccion de pifia.

Con el andlisis de correlacién se determinaron relaciones antagénicas entre algunos
géneros, sin embargo, son necesarios futuros trabajos para mayor comprension de estas

relaciones.
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2.Capitulo sobre identificacion morfologica,
morfométrica y molecular de
Helicotylenchus dihystera en el cultivo de
piha

Resumen

El género Helicotylenchus es prevalente en el cultivo de pifia, encontrandose en todas las
fincas muestreadas. En este capitulo se presenta informacion de la identificacién de trece
poblaciones de Helicotylenchus obtenidas de cultivos de pifia en los municipios de Pradera,
Dagua, Buga, La Cumbre y Restrepo, todos ubicados en el Valle del Cauca, Colombia.
Estas poblaciones fueron caracterizadas mediante descripcion morfolégica, analisis
morfométrico y molecular. Los caracteres diagnéstico considerados en este trabajo fueron:
L,a,c,c’, V%, DGO, longitud del estilete, diametro maximo del cuerpo, diametro del cuerpo
en el ano, longitud de la cola, nUmero de anulos en la cabeza y nimero de anulos en la
cola. Los datos morfométricos de las poblaciones evaluadas en este trabajo, fueron
similares a los reportados en la literatura para H. dihystera. Secuencias de las regiones
D2-D3 e ITS del ADN ribosomal fueron obtenidas para las poblaciones estudiadas. Las
secuencias de las regiones D2-D3 e ITS del ADN ribosomal mostraron alta afinidad (99%
de similitud) con las secuencias de referencia de H. dihystera previamente publicadas. El
andlisis filogenético de Maxima Verosimilitud mostré que las poblaciones de H. dihystera
de este trabajo agruparon en un mismo clado con poblaciones de referencia de la misma
especie. Este es el primer reporte en Colombia y a nivel mundial de H. dihystera asociado
a cultivos de pifia con soporte morfolégico, morfométrico y molecular.

Palabras clave: Helicotylenchus dihystera, pifia, caracteres diagnéstico, D2-D3, ITS



Capitulo 2 44

Abstract

The genus Helicotylenchus is predominant in pineapple cultivation, finding it all sampled
farms. This chapter shows the information on the identification of thirteen Helicotylenchus
populations obtained from pineapple crops from municipalities of Pradera, Dagua, Buga,
La Cumbre, and Restrepo, all of them located in Valle del Cauca, Colombia. These
populations were characterized by morphological description, morphometric, and molecular
analysis. The characters diagnostic into consideration in this research were: L, a, ¢, ¢, V%,
DGO, stylet length, maximum body diameter, body diameter at the anus, tail length, number
of annules at the tail and head. The morphometric data of the populations evaluated in this
work were similar to those reported in the literature for H. dihystera. Sequences of D2-D3
and ITS Ribosomal DNA were obtained for the studied populations. The sequences from
the D2-D3 and ITS regions of ribosomal DNA showed high affinity (99% similarity) with the
reference sequences published for H. dihystera. The phylogenetic analysis of maximum
likelihood showed that the thirteen populations of H. dihystera in this work clustered in the
same clade with reference populations of the same specie. This is the first report in
Colombia and globally of H. dihystera associated with pineapple crop with the
morphological, morphometric, and molecular assessment.

Keywords: Helicotylenchus dihystera, pineapple, diagnostic characters, D2-D3, ITS
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2.1 Introduccidn

Helicotylenchus spp. es conocido como el nematodo espiral (Marais, 2001; Cuadra, 2016;
Crow, 2017). La especie tipo de este género es Helicotylenchus dihystera (antes
Helicotylenchus nannus), la cual fue descrita por Cobb en 1893 y ubicada inicialmente
dentro del género Tylenchus Bastian, 1865 (Marais, 2001). En 1934, Filipjev trasladé a
esta y otras especies relacionadas en el género Tylenchorhynchus Cobb, 1913.
Posteriormente, en 1945 el cientifico Steiner establecié el género Helicotylenchus (Marais,
2001). Este género, es uno de los mas grandes y cosmopolita del orden Tylenchida con
mas de 200 especies descritas (Marais, 2001; Kashi & Karegar, 2013), distribuidas a nivel

mundial en una gran variedad de habitats (Marais, 2001; Subbotin et al., 2015).

Helicotylenchus dihystera es un fitonematodo ectoparasito con multiples hospederos a
nivel mundial (Fortuner, Merny, & Roux, 1981), entre ellos la pifia (Redondo & Varén de
Agudelo, 1991; Ko & Schmitt, 1996; Jiménez et al., 2001; Daramola et al., 2013). Los
sintomas ocasionados por este fitonematodo son lesiones necréticas en la superficie de
las raices, lo cual disminuye el peso de las mismas, brotes y hoja D, resultando plantas

menos desarrolladas (Ko & Schmitt, 1996).

Las pérdidas en produccion ocasionadas por este fitonematodo aun se debaten, tomando
como referencia los trabajos de Redondo & Vardn de Agudelo (1991), quienes demostraron
que H. dihystera se multiplic6 en la variedad manzana, pero no observaron parasitismo.
Por otra parte, la investigacion de Ko & Schmitt (1996) confirma que este fitonematodo
afecta las raices, brotes y hoja D, sin embargo, indican que hay una relacion negativa entre

el numero de H. dihystera y el crecimiento del cultivo, por lo que sugieren realizar
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investigaciones que permitan identificar el dafio en produccion. En el estudio de Ferreira 'y
colaboradores (2014), observaron que los dafios ocasionados por este fitoneméatodo
fueron reduccion en el peso y retraso en la madurez del fruto, no obstante, enfatizan en la
necesidad de desarrollar estudios para comprender el parasitismo de Heicotylenchus en
el cultivo de pifia.

En Colombia, especificamente en el Valle del Cauca, Redondo & Varén de Agudelo, (1991)
reportaron a H. dihystera en el cultivo de pifia a partir de andlisis morfol6gico, sin embargo,
en la actualidad no hay informacién con soporte morfométrico y molecular de las especies

de Helicotylenchus asociadas a cultivos de pifia.

2.2 Revision de literatura

El género Helicotylenchus spp. Steiner 1945 es conocido como el nematodo espiral
(Marais, 2001; Cuadra, 2016; Crow, 2017) por su posicion en estado de reposo 0 post-
mortis, tiene habito de alimentacion ecto y semi-endoparasito (Ravichandra, 2014; Hunt et
al., 2018). Este género comprende mas de 200 especies (Marais, 2001; Ravichandra,
2014; Uzma et al., 2015) distribuidas a nivel mundial en diversos habitats y cultivos de
importancia agricola (Marais, 2001; Decraemer & Hunt, 2006; Rashid & Azad, 2013;
Subbotin et al., 2015).

Especies de Helicotylenchus se han encontrado en areas donde las precipitaciones
anuales son inferiores a 100 mm, puede entrar en fase de anhidrobiosis y sobrevivir por
mas de 8 meses en condiciones extremas (Wharton, 1986). Este fitonematodo también se
ha encontrado en suelos con pH de 3.3 — 10.6 y con porcentajes de arcillay arena de 66%
y 100% respectivamente, lo que indica que se adapta a suelos pesados, arenosos,

arcillosos y organicos (Marais & Swart, 1999; Crow, 2017).
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2.2.1 Ciclo de vida

En el cultivo de cafia se evalué el ciclo de vida de H. dihystera y se determiné que, de
huevo al estado adulto, el fitonematodo se tarda entre 35 — 37 dias a una temperatura entre
22 — 33°C. También se ha determinado que todas las etapas del ciclo, a excepcioén del
huevo, se desarrollan dentro de los tejidos corticales de la raiz. Esto conduce a que las
paredes celulares alrededor del fitonematodo se engruesen y se forme una pequefa
mancha color marrén alrededor del punto de penetracidn y algunas veces desprendimiento
del tejido cortical (Rao & Swarup, 1975).

2.2.2 Importancia del nematodo

Se sabe que al menos cinco especies influyen en la supresién del crecimiento y desarrollo
normal de las plantas: H. digonicus Perry, Darling & Thorne, 1959, H. dihystera Cobb, 1896
Sher, 1961, H. indicus Siddiqi, 1963, H. multicinctus (Cobb, 1893) Golden, 1956 and H.
pseudorobustus (Steiner, 1914) Golden, 1956 (Marais, 2001; Subbotin et al., 2011, 2015).

Asociadas al cultivo de pifia se han reportado las siguientes especies: H. multicinctus
(Ayala, 1961; Guerout, 1975; Babatola, 1985 y Julca, 1997), H. pseudorobustus (Julca,
1997), H. erythrine (Ayala, 1961 y Guerout, 1975) y H. dihystera (Redondo & Varén de
Agudelo, 1991; Ko & Schmitt, 1996; Jiménez et al., 2001; Marais, 2001).

En cultivos de pifia, H. dihystera ha sido reportado como nemétodo fitoparasito de
importancia por su amplia distribucion y las altas densidades poblacionales encontradas

en este cultivo (Julca, Carbonel, & Bello, 2004; Daramola & Afolami, 2014; Ferreira et al.,
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2014). Los dafios reportados de H. dihystera en pifia son la reduccion en el peso de las
raices, brotes y hoja D, suprimiendo el desarrollo de las plantas (Ko & Schmitt, 1996).

Segun Ferreira y colaboradores (2014) relacionan a Helicotylenchus con la marchitez de
la pifia, induciendo menor turgencia en hojas y clorosis en hojas mas viejas. Los mismos
autores en su trabajo resaltan que el parasitismo de este fitonematodo resulta en una
disminucion significativa del peso del fruto y retraso de la madurez de los mismos (Ferreira
et al., 2014). Por otra parte, ademas de afectar el sistema radical, facilitan la entrada de

otros fitopatégenos (Vargas, Varén de Agudelo, & Gémez, 2002; Ravichandra, 2014).

En el estudio de Ferreira et al., (2014) en el cual evaluaron la interacciéon de
Helicotylenchus spp. con la marchitez de la pifia (Dysmicoccus brevipes), determinaron
gue, como respuesta a esta enfermedad, las plantas generalmente activan sus
mecanismos de resistencia después de que ha ocurrido la infeccién. Ademas, cuando hay
un incremento de la poblaciéon del fitonematodo a través del tiempo la interaccion
nematodo-planta se considera compatible. Estos procesos en conjunto, probablemente
signifiguen un alto gasto de energia para las plantas y como consecuencia pueden influir

negativamente en la produccion.

2.2.3 ldentificacion

La identificacion de especies de Helicotylenchus es un trabajo dificil debido a que muchas
especies tienen caracteres diagnéstico similares y alta variabilidad intraespecifica
(Fortuner, 1984). Existen diferentes claves dicotomicas y politbmicas de gran utilidad
propuestas por varios autores para la identificacion de especies de Helicotylenchus (Sher,
1966; Krall, 1978; Anderson, 1979; Boag & Jairajpuri, 1985; Fotedar & Kaul, 1985; Fortuner
& Quénéhervé, 1980; Fortuner, Merny, & Roux, 1981; Fortuner, 1984; Firoza & Magbool,
1994).
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Para facilitar la identificacion de especies de Helicotylenchus, Uzma et al., (2015), propuso
16 caracteres diagnésticos informativos para la delimitacion de especies dentro de este
género: Habito (posicion en reposo), L (longitud del cuerpo), a (L/IDMC), c (longitud de la
cola/L), ¢’ (longitud de la cola/DCA), V% (longitud de la parte anterior a la vulva), DGO
(orificio de la glandula dorsal esofagica), longitud del estilete, DMC (didmetro maximo del
cuerpo), DCA (diametro del cuerpo en el ano), longitud de la cola, forma de la cabeza y
namero de anulos, forma de la cola y numero de anulos, forma de la cabeza o region

cefélica, forma de la cola, forma de las perillas basales, fasmido y presencia de machos.

A nivel molecular, Subbotin et al., (2007, 2011); Bae, Szalanski, & Robbins 2009 y Briicher
et al., (2019), utilizando el segmento de expansion D2-D3 del gen 28S y la regiéon ITS del
ARNr, demostraron la gran utilidad de secuenciar estas regiones del genoma para la
identificacion de especies de Helicotylenchus, como también para la construccién de las
relaciones filogenéticas dentro de este género.

2.2.4 Trabajos en Colombia

Los trabajos realizados en Colombia que reportan a H. dihystera asociado al cultivo de
pifia Ananas comosus L. Merr son muy escasos y Unicamente sobresale el de Redondo &
Varén de Agudelo (1991) y el de Mesa y colaboradores (2014) que también reportaron al

género Helicotylenchus spp. en el cultivo.

Ademas, los pocos trabajos con reportes de especies de Helicotylenchus en pifia carecen
de soporte morfométrico y molecular; en ese sentido, el desconocimiento de las especies
de fitonematodos asociadas al cultivo, dificultan el control de las mismas. Por tal razén,
este estudio tuvo como propdésito: identificar a traveés de analisis morfoldégico, morfométrico
y molecular especies de Helicotylenchus asociadas a pifia en los municipios de Pradera,

Dagua, Buga, La Cumbre y Restrepo ubicados en el Valle del Cauca, Colombia.
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2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Localizacion, muestreo y procesamiento de las muestras

Se colectaron muestras de suelo y raices durante el 2018 y 2019 en los municipios de

Pradera, Dagua, Buga, La Cumbre y Restrepo del departamento del Valle del Cauca,

Colombia. En un &area de muestreo de aproximadamente 1 hectarea (ha) por finca, se

seleccionaron plantas al azar y con ayuda de un palin y cuchillo se colectaron entre 25 —

30 submuestras de suelo y raices a una profundidad de 0 — 20 cm, que conformaron una

muestra compuesta de 1 kg. Las muestras se empacaron cuidadosamente, se procesaron

y analizaron en el laboratorio de Diagnéstico Vegetal de la Universidad Nacional de

Colombia, Sede Palmira. La Tabla 2.1 muestra informacion y coordenadas de los sitios

muestreados muestra informacion de ubicacién y coordenadas de los sitios muestreados.

Tabla 2.1. Ubicacion geogréfica de las fincas muestreadas 2018-2019

Municipio Finca Latitud Longitud Altitud (msnm)
Manantial 3°23'50.41" 76° 14" 7.371" 1069
Pradera Potrerillos 3°22'18.379"  76° 14' 32.967" 1042
La Fria 3°23'1.133" 76° 12'3.171" 1206
Bella Vista 3°39'46.512"  76° 40'41.235" 1017
Dagua El Hato 3°40'29.723"  76° 40" 12.658" 1184
El Pifial 3°39'55.462"  76° 40' 36.958" 1004
Las Violetas 3° 38'5.593" 76° 35' 7.551" 1558
La Cumbre El Bosque 3°42'7.51" 76° 35' 50.042" 1620
La Piedra 3°40'33.578" 76°01'0Q" 1395
La Sombra 3°49'23.891"  76° 30'51.508" 1423
Restrepo La Chila 3°51'23.587"  76° 31'38.067" 1573
El Jardincito 3°51'59.702"  76° 28' 43.715" 1620
San Juanito 1  4° 36' 37.26" 76° 3' 14.065" 945
Buga San Juanito 2 4° 36'34.387"  76° 3'11.469" 935
Libano 4° 36' 29.563"  76° 3'11.926" 952
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2.3.2 Extraccion de fitonematodos de muestras de suelo

La metodologia utilizada para la extraccion de nematodos de las muestras de suelo se hizo
utilizando el método de agitacién-decantacion de Cobb (1917) modificado (S"Jacob &
Bezooijen, 1977; Volcy, 1998; Ravichandra, 2014). Se midieron 100 cc del suelo y se
suspendieron en uno a dos litros de agua. La suspensién resultante se agitd vigorosamente
por espacio de cinco minutos. Transcurrido este tiempo, la suspension se dejé reposar por
10 segundos y se procedid a pasarla por una columna de tamices de 10, 325 y 400 mesh.
Posteriormente, el suelo contenido en los tamices de 325 y 400 se depositd sobre papel
facial previamente contenido en un tamiz de decantacién. Seguidamente, el tamiz de
decantacién con el suelo, se colocé en un plato de decantacién con agua corriente y el
montaje se dejo reposar por 48 horas para separar los nematodos. Transcurrido este
tiempo, se recuperd la suspension de nematodos en un volumen de 20 ml utilizando un
tamiz de 400 mesh y depositandolo en tubos Falcon. Finalmente se almacenaron en
nevera a 4°C para posteriormente hacer la respectiva cuantificacion (S”Jacob & Bezooijen,
1977; Volcy, 1998).

2.3.3 Extraccion de fitonematodos de muestras de raices

Para extraer los fitonematodos de las raices se utiliz6 el método de maceracion-
decantacion de Cobb modificado (S"Jacob & Bezooijen, 1977; Volcy, 1998; Ravichandra,
2014). Inicialmente se enjuagaron para remover agregados de suelo, seguidamente se
pesaron 10 gr y se licuaron de manera intermitente a baja velocidad en un volumen de 200
ml de agua corriente durante 5 segundos. Seguidamente, el macerado de raices se pas6
por una columna de tamices de 10, 325 y 400 mesh; el contenido del tamiz de 325 y 400
mesh se recuperé en un volumen de 100 ml y este fue depositado sobre el papel facial
previamente ubicado en un tamiz de decantacion. El tamiz de decantacion con el macerado

se colocd en un plato de decantacion con agua corriente, con el propésito de separar los
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nematodos durante un lapso de tiempo de 48 hrs. Transcurrido este tiempo, se procedi6 a
recuperar los nematodos utilizando un tamiz de 400 mesh, estos se concentraron en tubos
Falcon en un volumen de 20 ml y se almacenaron en nevera entre 4°C (S'Jacob &
Bezooijen, 1977; Volcy, 1998).

2.3.4 Fijacion de los nematodos

En tubos Eppendorf con 1 ml de agua corriente se depositaron nematodos adultos, los
cuales se llevaron a bafio maria a 60 °C durante 4 minutos para relajarlos (matarlos),
seguidamente se colocaron a centrifugar a 13,000 rpm durante 1 min. Finalizada la
centrifugacion, se retir6 un exceso de agua de 0.5 ml del tubo Eppendorf e inmediatamente
se le agreg6 0.5 ml de formalina al 2% (Rosa et al., 2014), una vez fijados se procedi6 a
realizar preparaciones semipermanentes para realizar observaciones al microscopio y

hacer las respectivas mediciones morfométricas (Uzma et al., 2015).

2.3.5 Caracteres diagnoéstico considerados en la morfometria

Los caracteres diagnéstico registrados en las poblaciones analizadas fueron: longitud del
cuerpo, relacion a, c, ¢, posicion de la vulva (%), orificio de glandula dorsal esofagica
(DGO) desde la base de las perillas basales, longitud del estilete, forma de las perillas
basales anteriormente y posteriormente, nimero de anulos en la cabeza, nUmero de
anulos de la cola, forma y longitud de la cola, ancho maximo del cuerpo, ancho maximo
del cuerpo en el ano, presencia de espermateca y presencia de machos. También se
hicieron observaciones morfoldgicas con respecto al habito o forma del cuerpo en reposo
post-mortis, forma de las perillas basales anteriormente y posteriormente, forma de la cola

y presencia de machos (Uzma et al., 2015).
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2.3.6 Analisis estadistico

Los datos de morfometria obtenidos en este trabajo y junto a otros de literatura para
Helicotylenchus (Sher, 1961; Wouts & Yeates, 1994; Marais, 2001; Uzma et al., 2015;
Subbotin et al., 2015; Tzortzakakis et al., 2017; Shokoohi et al., 2018) se sometieron a un
Andlisis de Componentes Principales (ACP) con el software SAS (Statistical Analysis
System) con el propésito de comprender la relacién de los datos obtenidos con los de

referencia.

2.3.7 Analisis molecular

La extraccibn de ADN se hizo siguiendo el protocolo de Munera et al., (2009) con
modificaciones (Riascos-Ortiz et al., 2019). Se colocé un Unico nematodo en una placa
portaobjeto esterilizada y se ftritur6 con una punta de micropipeta esterilizada.
Inmediatamente las partes del nematodo se depositaron en un tubo Eppendorf en un
volumen de 15 microlitros (ul) de buffer de lysis (50 mM KCI, 10 Mm Tris pH 8.0, 15 mM
MgCl2, 0.5% Triton x-100, 4.5% Tween-20, 0.09% Proteinasa K). Seguidamente el tubo se
almaceno6 a -80°C por 15 min, transcurrido este tiempo se colocaron en un termociclador
para incubarlo a 65°C durante 1 hora y 95°C por 15 minutos. Por (ltimo, el tubo se

centrifugd a 16,000g por 1 minuto y almacenado a -20°C hasta ser procesada.

La regién de expansién D2-D3 de la subunidad grande (LSU) del ADN ribosomal 28S fue
amplificada utilizando el cebador D2A forward (5" -ACAAGTACCGTGAGGG AAAGTTG-3")
y D3B reverse (5'- CCTCGGAAGG AACCAGCTACTA-3) (De Ley et al., 1999). También
se amplificé la regiébn ITS utlizando el cebador TW81 forward (5'-
GTTTCCGTAGGTGAACCTGC - 3") y AB28 reverse (5°- ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT
- 3’) (Tanha, Subbotin, & Moens, 2003). Las condiciones de PCR para la amplificacion de
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la region D2-D3 e ITS fueron desnaturalizacion inicial de 2 min a 94°C seguido de 40 ciclos
de 45 seg a 94°C, 45 seg a 55°C, 1 min a 72°C y una extension final de 10 min a 72°C.
Para la amplificacién de ITS las condiciones de PCR fueron las mismas de D2A-D3B. Los
productos de PCR se enviaron a secuenciar en ambas direcciones (forward y reverse) con
BIONEER a Korea del Sur.

2.3.8 Analisis filogenético

Las secuencias consenso fueron editadas utilizando el software Geneious
(https://lwww.geneious.com). Posteriormente, se utilizé la herramienta de busqueda de
alineacién local basica (BLAST) en el Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica
(NCBI) con el propésito de confirmar la identidad de las secuencias de ADN (Altschul et al,
1990). Se realiz6 un alineamiento mdltiple utilizando Clustal W dentro de MEGA-X y
usando las secuencias generadas en este estudio y otras secuencias referencia de
Helicotylenchus obtenidas del GenBank. Se construyeron arboles filogenéticos basados
en D2D3 e ITS segun los criterios de Maxima Verosimilitud (ML) utilizando 1000 bootstrap
utilizando el programa MEGA-X (Powers, 2018). También se hizo uso del software
jModelTest v.2.2.10 para determinar el modelo de sustitucién de nucle6tidos que mejor se
ajustara a cada alineamiento basado en el criterio de informacion de Akaike corregido para
muestras pequefias (Posada, 2008). Como grupo externo se utiliz6 a Hoplolaimus

galeatus.

2.4 Resultados

2.4.1 Identificacion morfolégicay morfométrica

Las trece poblaciones analizadas, procedentes de los municipios de Pradera (3), Dagua

(2), La Cumbre (3), Restrepo (3) y Buga (2), fueron identificadas a través de diagndstico
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morfolégico, morfométrico y molecular, las cuales todas coincidieron con H. dihystera,

integrando estos tres analisis se obtuvo una identificacion precisa de la especie.

Morfolégicamente se observaron las caracteristicas tipo de la especie H. dihystera: habito
post-mortis en forma de espiral, cola conoide, perillas basales aplanadas o indentadas
anteriormente y redondeadas posteriormente y machos ausentes (Fortuner et al., 1981;
Riascos-Ortiz et al., 2020) Figura 2.1.



Capitulo 2 56

Figura 2.1. Morfologia de Helicotylenchus dihystera. (A) habito post—-mortis de una hembra
de H. dihystera, (B y C) region anterior de hembras de H. dihystera, (D) regién posterior de
H. dihystera. v = vulva, pia = perilla indentada anteriormente, prp = perilla redondeada
posteriormente, dgo = orificio de la glandula dorsal esofégica, a = ano, cc = cola conoide.
La foto A en escala de 20 umy B — D a 10 um. (Fotos tomadas por el autor).
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De acuerdo con el analisis multivariado, los Componentes Principales (CP) 1, 2 y 3
presentaron valores propios mayores o igual a 1, los cuales explicaron el 84.02% de la
varianza. Sin embargo, los CP1 y CP2 permitieron precisar sobre la identificacion de la

especie (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Valores propios y porcentaje total de la varianza acumulada para cada
componente principal

% total de la

Componente Valores Total % total dela  ygarianza
principal propios acumulado  varianza acumulada
1 5.01099 5.01099 45.5544 45.5544
2 3.21976 8.23075 29.2705 74.825

3 1.01208 9.24283 9.20076 84.0257
4 0.919999 10.1628 8.36363 92.38

5 0.412218 10.575 3.74744 96.1368
6 0.195525 10.7706 1.7775 97.9143
7 0.146274 10.9168 1.32927 99.244

8 0.075212 10.9921 0.683745 99.9278
9 0.0071197  10.9992 0.064725 99.9925
10 0.0005891  10.9998 0.0053560 99.9979
11 0.0002333  11.00 0.0021209 100

Con el ACP se determinaron los caracteres diagnéstico discriminantes para la correcta
identificacion de especies para este género de nematodos fitoparasitos: diametro del
cuerpo en el ano, diametro maximo del cuerpo, posicién de la vulva, longitud total del
cuerpo y longitud del estilete en el CP1; relacién c, relacion ¢” y nimero de anulos en la

cola en el CP2 y orificio de la glandula dorsal esofagica en el CP3 (Tabla 2.3).
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Tabla 2.3. Correlacion entre los primeros tres componentes principales y los caracteres
evaluados en hembras de Helicotylenchus spp.

Vector Caracter diagnostico 1 2 3 4 5

1 L -0.3753 -0.2833 0.1134 -0.1221 -0.1151
2 a -0.2625 -0.3323 0.3306 -0.4252 -0.0358
3 c -0.2114 -0.4833 0.0838 -0.0829 0.1273
4 c’ 0.0688 0.4527 0.3046 -0.3982 -0.3320
5 V% 0.3754 -0.2381 -0.1338 0.0503 -0.1487
6 DGO -0.1396 0.1079 -0.6700 -0.6343 0.2956
7 Longitud del estilete -0.3603 0.1359 0.3712 0.0393 0.3642
8 DMC -0.3824 -0.0657 -0.2651 0.3583 -0.2409
9 DCA -0.3934 -0.0033 -0.3192 0.1939 -0.2609
10 Longitud de la cola -0.3063 0.3448 0.0097 -0.0944 -0.4871
11 Numero de anulos en cola -0.2354 0.4007 0.0317 0.2398 0.5033

Nota: Los caracteres diagnéstico claves para discriminar la especie de Helicotylenchus se

presentan en cursiva y en negrita

El nombre de las localidades de donde se extrajeron las poblaciones estudiadas se

observa en la Tabla 2.4, de igual manera en esta tabla se muestran los cddigos con los

gue se identifica cada poblacién de la Tabla 2.5.

Tabla 2.4. Localidades de donde se obtuvieron las poblaciones

Localidad Cédigo
Poblacién 1 El Bosque, La Cumbre P1EBLC
Poblacion 2 Las Violetas, La Cumbre P2LVLC
Poblacién 3 La Piedra, La Cumbre P3LPLC
Poblacion 4 La Chila, Restrepo P4LCR
Poblacion 5 La Sombra, Restrepo P5LSR
Poblacion 6 El Jardincito, Restrepo P6EJR
Poblacién 7 La Fria, Pradera P7LFP
Poblacion 8 Potrerillos, Pradera P8PP
Poblacion 9 Manantial, Pradera POMP
Poblacion 10 Bella Vista, Dagua P10BVD
Poblacion 11 El Pifial, Dagua P11EPD
Poblacién 12 San Juanito, Buga P12SJB
Poblacién 13 Libano, Buga P13LB
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En la Tabla 2.5 se muestran los registros morfométricos de cada caracter diagndstico de
las trece poblaciones estudiadas de Helicotylenchus spp. y los cuales son similares a los
reportados para las poblaciones tipo y de referencia de H. dihystera. L, longitud total del
cuerpo; a, longitud total del cuerpo dividido por el diametro méximo del cuerpo; c, longitud
total del cuerpo dividido por la longitud de la cola; c’, longitud de la cola dividido por el
diametro maximo del cuerpo; V, posicion de la vulva desde el extremo anterior expresada
como porcentaje de la longitud del cuerpo; DGO, orifico de la glandula dorsal esofagica;
LE, longitud del estilete; DCM, diametro maximo del cuerpo; DCA, didmetro del cuerpo en
el ano; LC, longitud de la cola; NACa, numero de &nulos en la cabeza; NACo, numero de

anulos en la cola. *Los valores se presentan en um, media + desviacion estandar (rango).
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Tabla 2.5. Datos morfométricos de las poblaciones de H. dihystera en cultivo de pifia estudiadas en este trabajo.

Mun

icipi La Cumbre Restrepo Pradera Dagua Buga

o
P1EBLC P2LVLC P3LPLC P4LCR P5LSR P6EJR P7LFP P8PP POMP P10BVD P11EPD P12SJB P13LB
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

L 7184 = 54.2 705.2 £ 51.6 688.8 £ 70.1 715.7 = 50.2 626.6 + 67.3 626.6 + 69.6 747.2 £ 86.0 784.1 £ 81.3 861.7 = 97.2 730.0 £ 79.5 609.7 £ 36.6 680.5 + 46.6 650.3 £ 44.9
(600.0 - (6151 - (603.2 - (6537 - (529.6 - (550.0 - (5797 - (6743 - (7198 - (604.4 - (562.0 - (569.0 - (567.2 -
804.1) 774.5) 801.9) 812.2) 737.5) 772.7) 846.0) 924.7) 993.3) 869.2) 662.5) 743.3) 728.3)

a 28.0+1.7 31.0+15 28.0+1.9 279+15 27.1+£1.7 26.9+1.3 31.0+23 30.8+2.1 33.2+29 30.3+25 271+13 285+15 264+12
(26.1-32.1) (29.0 - 33.7) (25.6 - 31.0) (25.3-31.2) (25.0 - 30.9) (24.8 - 28.5) (25.7 - 34.8) (27.3-34.0) (28.5 - 37.9) (27.4-34.3) (24.9 - 29.9) (24.7-30.2) (23.9 - 28.4)

c 452 +33 494+56 504+71 458+29 39.1+41 422+3.4 51.0+58 53.6+6.4 549+49 48.6 £6.0 455+3.8 46.8+5.4 449 +3.8
(40.0 - 51.6) (44.0 - 62.6) (42.4 - 63.0) (41.6 - 50.2) (34.3 - 45.9) (36.5 - 47.2) (38.7 - 59.1) (42.7-63.7) (44.2 - 62.6) (36.8 - 57.8) (39.9 - 53.7) (37.4 - 55.3) (40.0 - 53.2)

c 1.0+0.0(1.0 1.0+0.1(0.8 09+0.1(0.8 1.0+0.1 (0.9 11+0.1(10 1.1+0.1(0.9 1.0+0.1(0.8 09+0.1(0.8 1.0+0.1(0.8 1.0+0.1(0.9 1.0+0.1(1.0 1.0+0.1(0.8 1.0+0.1(0.8
-1.1) -1.2) -1.0) -1.1) -1.2) -12) -1.1) -1.1) -1.2) -1.2) -1.2) -1.2) -1.2)

V% 63.6+1.6 65.3+1.7 65.0+2.1 64.6 £0.9 64.2+1.2 64.2+1.4 65.0+1.4 64.7+1.1 63.3+2.1 64.7+1.3 66.0+1.2 649+1.1 65.3+1.6
(60.0 - 66.5) (62.2 - 67.4) (62.7-70.4) (63.1-66.1) (62.7 - 66.0) (61.9-67.1) (61.5 - 66.9) (62.7 - 66.4) (58.2 - 66.4) (62.7 - 66.7) (64.1 - 68.8) (62.9 - 66.5) (63.4 - 68.6)

DGO 15.7+0.9 14.9+0.8 14.8+0.8 14.6 +0.5 15.1+0.7 15.1+0.7 15.1+0.6 151+1.1 15.3+0.8 159+1.1 14.7+0.8 159+1.1 15.6 +0.9
(14.0 - 17.0) (13.6 - 16.5) (13.7 - 16.9) (13.6 - 15.2) (14.0 - 16.5) (14.1 - 16.0) (14.4 - 16.4) (135 - 16.6) (14.1 - 16.9) (14.2-17.8) (13,5 - 16.3) (13.2-17.5) (13.9 - 16.9)

LE 24.4+04 24.2+0.8 24.0+0.6 24.4+0.9 23.9+0.9 24.3+0.8 24.0+05 23.7+£0.7 249+1.0 23.7+0.6 229+0.8 24.0+0.6 23.7+x10
(23.7 - 25.0) (22.2-25.1) (23.3-25.3) (23.0-25.7) (225 - 25.4) (23.0 - 25.6) (23.5-25.2) (22.6 - 25.2) (23.1-26.5) (23.0-24.7) (21.2 - 24.3) (23.0 - 25.0) (21.9 - 25.5)

NACa 3.4+0.5(3.0 3.6+0.5(3.0 3.8+0.4 (3.0 3.7+0.5(3.0 3.7+0.5(3.0 3.8+0.4 (3.0 3.7+05(3.0 3.9+0.3(3.0 3.8+0.4 (3.0 3.9+0.3(3.0 3.8+0.4 (3.0 3.9+0.3(3.0 3.7+0.5(3.0
-4.0) -4.0) -4.0) -4.0) -4.0) -4.0) -4.0) -4.0) -4.0) -4.0) -4.0) -4.0) -4.0)

NACo 10.4+0.8 84+09(70 88+12(70 94+05(90 95+08(80 89+09(80 84+13(70 80+15(60 87+10(70 84+08(70 73+13(60 89+14(6.0 7.7+0.9(6.0
(9.0 -12.0) -10.0) -11.0) -10.0) -11.0) -11.0) -10.0) -11.0) -10.0) -10.0) -10.0) -10.0) -9.0)

LC 16.1+15 144+12 135+14 158+ 1.1 16.1+19 149+1.6 148+2.0 147+1.4 15.7+1.6 151+1.7 135+13 148+22 147+19
(13.5-17.9) (12.2-16.3) (11.1-15.8) (13.4-17.4) (13.6 - 19.3) (12.8 -17.0) (10.6 - 17.3) (12.5-17.3) (13.3-19.1) (12.5 - 18.5) (11.8-15.1) (11.2-18.4) (11.4-18.7)

DMC 25.7+1.3 227+11 243+1.7 256+1.1 23.2+1.7 233+19 24.1+2.0 25.4+1.9 26.1+1.3 240+1.4 225+1.2 23.8+0.8 24.7+0.8
(23.0 - 28.0) (20.8 - 24.6) (22.5 - 28.2) (23.8-28.3) (20.4 - 25.4) (20.6 - 27.3) (21.6 - 27.1) (22.6 - 28.6) (23.9-28.1) (21.7 - 26.0) (21.1 - 24.6) (22.9 - 25.3) (23.8-26.1)

DCA 153+14 139+13 146+12 154+10 148+ 15 141+1.1 149+14 156+1.1 159+14 146 £0.9 13.3+1.0 151+10 15.2+0.9
(13.1-17.3) (11.4 - 15.3) (12.8-16.1) (14.1-17.2) (12.7-17.2) (12.6 - 15.9) (13.4-18.2) (13.6 - 17.4) (14.2 - 18.5) (13.4 - 15.8) (11.8 - 14.6) (13.8-16.9) (13.0 - 16.3)
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2.4.2 |dentificaciéon molecular

Las secuencias consenso del segmento de expansiéon D2-D3, obtenidas para las
poblaciones de los municipios de Pradera, Dagua, La Cumbre, Restrepo y Buga, mostraron
alta afinidad (99% de similitud) con otras secuencias de referencia de H. dihystera de
origen y hospederos diferentes: KX822142 en mora larga taiwvanesa Morus macroura
(China); AB933469 y AB933471 en cafia de azucar Saccharum officinarum (Japon),
KF486503 en platano Musa paradisiaca (China); HM014260 en guayaba Psidium sp.
(South Africa); HM014257 en bromelias (USA), HM014258 en Ficus sp. (USA) y MN445997
en Mangifera indica (Myanmar).

De igual manera, las secuencias consenso de ITS mostraron alta afinidad (99% de
similitud), con las secuencias de referencia para H. dihystera: MG437304 en cafa de
azucar (Saccharum officinarum) de China; MN445996 en Musa sp. de Myanmar; FJ440620
en Musa sp. de Malasia y KX822142 en mora larga taiwanesa (Morus macroura) de China.

De acuerdo con analisis filogenético de Méxima Verosimilitud (ML), basado en la region de
expansién D2-D3, se observé que todas las secuencias obtenidas se agruparon
estrechamente con las secuencias de referencia de H. dihystera, con un bootstrap de 97%
(Figura 2.2).

De igual manera, el andlisis filogenético de ML de la region ITS, mostré6 que todas las
secuencias de este estudio se agruparon en un mismo clado con secuencias de referencia

de H. dihystera con un bootstrap de 96% (Figura 2.3).
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o

AB933469 Helicotylenchus dihystera Japon

a0
-L MN445997 Helicotylerichus diiystera Myanmar

KF486503 Helicotylenchus ditiystera China

! |: AB933471 Helicotylenchus dihystera Japon
MWDZ23218 Helicotylenchus dihystera Pradera Colombia

= | MWO23218 Helicotylenchus dihystera Pradera Colombia

MW023211 Helicotylenchus dihystera Dagua Colombia

MWD23222 Helicotylenchus dihystera Restrepo Colombia

HMO 14260 Helicotylenchus dihystera South Africa

| ~|VM W023209 Helicotylenchus difiystera Buga Colombia
MWO23210 Helicotylenchus dihystera Buga Colombia

“ MWO23221 Helicotylenchus dihystera Restrepo Colombia

KX822142 Helicotylenchus difiystera China
MWD23205 Helicotylenchus dihystera Buga Colombia
MWO23206 Helicotylenchus dihystera Buga Colombia
MWD23207 Helicotylenchus dihystera Buga Colombia
MWD23208 Helicotylenchus dihystera Buga Colombia
MWWO23212 Helicotylenchus dihystera Dagua Colombia

"~ \mwo23213 Helicotylenchus dihystera Dagua Colombia

T

L. MIWD23217 Helicotylenchus dihystera La Cumbre Colombia
MWO23214 Helicotylenchus dihystera La Cumbre Colombia
ﬁ MWO23216 Helicotylenchus difystera La Cumbre Colombia
MWD23215 Helicotylenchus dihystera La Cumbre Colombia
MWD23220 Helicotylenchus dihystera Restrepo Colombia
L HMO14258 Helicotylenchus dihystera USA
LHMO14257 Helicotylenchus dihystera USA
DQ328751 Helicotylenchus pseudorobustus
KM506817 Helicotylenchus pseudorobustus
KM506807 Helicotylenchus pseudorobustus

KM506822 Helicotylenchus pseudorobustus
MF401446 Helicotylenchus multicinctus

—| DQ328745 Helicotylenchus multicinctus
“| HMo 14292 Helicot iylenchus multicinctus

HMO14240 Helicotylenchus digonicus

#| HMO14241 Helicotylenchus digonicus

| MG770483 Helicotylenchus vulgaris

ol KU722388 Helicotylenchus vulgaris

EUE626784 Hoplolaimus galeatus

Figura 2.2. Arbol filogenético de ML de Helicotylenchus dihystera de la region de
expansion D2-D3 del gen 28S del ADN ribosomal y 1000 bootstrap con el modelo de

sustituciéon nucleotidica HKY + | + G. El grupo externo es Hoplolaimus galeatus se observa

en color gris. Las secuencias generadas en este trabajo se muestran en negrita. Los
valores representan la probabilidad posterior y la escala representa el nimero de

sustituciones por sitio.
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MWD51749 Helicotylenchus dihystera La Cumbre Colombia
MW051750 Helicotylenchus dihystera La Cumbre Colombia
MW051751 Helicotylenchus dihystera Pradera Colombia
7 IMWO51753 Helicotylenchus dihystera Pradera Colombia
FJ440620 Helicotylenchus dihystera Malaysia

87
80
4

4

. 1 MG437304 Helicotylenchus dihystera China
|-|~ MWD51752 Helicotylenchus dihystera Pradera Colombia

MN445996 Helicotylenchus dihystera Myanmar

KX822141 Helicotylenchus dihystera China

« | MG770407 Helicotylenchus microlobus
_‘KM506865 Helicotylenchus microlobus
p” KM506875 Helicotylenchus pseudorobustus
- KM506880 Helicotylenchus pseudorobustus
’ KM506876 Helicotylenchus pseudorobustus

FJ460171 Helicotylenchus mulficinctus

"®| MF401447 Helicotylenchus multicinctus

EU373666 Rotylenchus laurentinus

0.050

Figura 2.3. Arbol filogenético de ML de Helicotylenchus dihystera basado en la region ITS
del ADN ribosomal y 1000 bootstrap y bajo el modelo de sustitucién de nucleétidos F81 +
I + G. El grupo externo es Rotylenchus laurentinus y se representa de color gris. Las
secuencias generadas en este trabajo se muestran en negrita. Los valores de los
representan la probabilidad posterior y la escala representa el nUmero de sustituciones por
sitio.
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2.5 Discusion

Las poblaciones de nematodos obtenidas en este estudio asociadas al cultivo de pifia
fueron identificadas como H. dihystera. La identificacion de estas poblaciones fue

soportada mediante andlisis morfolégico, morfométrico, molecular y filogenético.

Las caracteristicas morfolégicas y datos morfométricos de las poblaciones de este estudio
fueron similares a las de la poblacion tipo y de referencia de H. dihystera (Fortuner &
Quénéhervé, 1980; Uzma et al., 2015; Brucher et al., 2019 y Riascos-Ortiz et al., 2020).
Las poblaciones presentaron las caracteristicas del espécimen tipo: especimenes en
posicién de reposo en espiral, orificio de la glandula dorsal esofagica (DGO) ubicado un
poco mas que la mitad de la longitud del estilete de la base del mismo, glandula esofagica
traslapada ventralmente con el intestino y regién labial continua (Sher, 1966; Fortuner,
1984; Uzma et al.,, 2015). Ademas, los datos de las poblaciones de este trabajo
coincidieron con claves dicotdmicas propuestas para esta especie (Sher, 1966; Krall, 1978;
Anderson, 1979; Fortuner, 1979, 1984; Fortuner, Merny, & Roux, 1981; Fotedar & Kaul,
1985; Boag & Jairajpuri, 1985).

Basado en el ACP, las poblaciones identificadas como H. dihystera mediante datos
morfométricos son distintas entre si, sugiriendo una amplia diversidad al interior de la
especie. Para las poblaciones estudiadas, los caracteres mas variables al interior de la
especie fueron DCA, DMC, V, L, ¢, ¢’, nimero de &nulos en la cola y DGO. Segun la
investigacion de Fortuner (1979) en la que crié una hembra (segun Fortuner, H. dihystera)
en una maceta, determind que la variabilidad es mucho mayor cuando las especies se
reproducen por partenogénesis, la ausencia de machos es otro indicativo referencia en

taxonomia para H. dihystera y H. pseudorobustus. Segun Siddigi (1995) y Hunt et al.,
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(2018) muchas de las especies del género Helicotylenchus que se han encontrado en
suelos agricolas son partenogenéticas ya que los machos son muy escasos 0 estan
ausentes. En la agricultura son mdltiples los cultivos que se explotan, por ende, el tipo de
hospedero es otro factor importante que influye en la variabilidad de los caracteres
diagndstico utilizados para taxonomia (Fortuner & Quénéherve, 1980).

Las secuencias de las regiones D2-D3 e ITS generadas en este estudio tuvieron alta
afinidad con las secuencias referencias publicadas para H. dihystera. Filogenéticamente,
las poblaciones identificadas como H. dihystera se ubicaron en un mismo clado con
secuencias de literatura de la misma especie y se separ6 de otras especies de
Helicotylenchus previamente reportadas para el cultivo de pifia como H. multicinctus y H.
pseudorobustus (Babatola, 1985; Ayala, 1961; Guerout, 1975; Julca, 1997).

La identificacién generada con los analisis moleculares y filogenético fue congruente con
la identificacién previa mediante descripcion morfolégica y morfométrica, permitiendo

obtener una identificacién acertada y con alto nivel de precision de la especie H. dihystera.

La identificacién de H. dihystera asociado a pifia en Colombia coincide con otros estudios
a nivel mundial, en Brasil (Zen & Choairy, 1997; Mendes et al., 2007; Ferreira et al., 2014;
Santos, 2016), Cuba (Hernandez, 1998), Hawai (Ko et al., 1995; Ko & Schmitt, 1996), India
(Rama & Dasgupta, 1987), Nigeria (Daramola & Afolami, 2014), Peru (Julca, 1997), Puerto
Rico (Ayala, 1961), South Africa (Keetch, 1982), Venezuela (Jiménez et al., 2001). En
Colombia el trabajo que ha reportado a H. dihystera en pifia es el de Redondo & Varén de
Agudelo (1991) y Mesa y colaboradores (2014) que reportaron a Helicotylenchus spp.

La amplia distribucion de H. dihystera para el departamento del Valle del Cauca
probablemente se debe a que los productores no tienen precaucion al usar maquinaria
agricola, herramientas (incluidos su vestimenta) al realizar labores agricolas en los cultivos,

lo cual son un medio de diseminacién cuando cambian de cultivo y/o area de trabajo
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(Cardona-Piedrahita & Guzman-Piedrahita, 2013). Por otra parte, los sistemas de riego,
drenajes, lluvias e inundaciones también son mecanismos importantes de diseminacion
(Agrios, 2005) En su trabajo Daramola et al., (2014) sugiere que los productores deben
evitar la propagacion de fitonematodos sembrando semilla de calidad para evitar la

diseminacion de estos organismos.

Este es el primer reporte de H. dihystera en cultivo de pifia en cinco municipios del Valle
del Cauca, Colombia que integra observaciones morfologicas, andlisis morfométricos y
moleculares; a nivel mundial no hay reportes de este fitonematodo con taxonomia
integrativa en este cultivo, por lo tanto, también es el primer reporte para pifia. La
informacion de este trabajo fomenta el conocimiento sobre los nematodos fitoparasitos de
Colombia, ademas, el adecuado reconocimiento es fundamental para considerar diferentes
estrategias de manejo y prevenir o disminuir su diseminacién a otras areas o cultivos
(Ahmed et al., 2016; Bricher et al., 2019).
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2.6 Conclusiones

Las técnicas utilizadas para la caracterizacion permitieron identificar con certeza a

Helicotylenchus dihystera asociado a pifia en el Valle del Cauca, Colombia.

Este trabajo es el primer reporte con descripcion morfolégica, morfométrica y molecular de

Helicotylenchus dihystera en el cultivo de pifia en Colombia y a nivel mundial.

Filogenéticamente con ambas regiones, D2-D3 e ITS, la especie H. dihystera se agrup6
en un mismo clado con secuencias de la misma especie y se separ6 claramente de las

demas.

La identificacién de la especie permitird desarrollar investigaciones relacionadas con el

parasitismo en el cultivo de pifia.
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3.Capitulo sobre la identificacion
morfolégica, morfométrica y molecular de
Rotylenchulus reniformis en pina

Resumen

En este estudio se evalu6 una poblacion de Rotylenchulus, se colect6 en un cultivo de pifia
en el municipio de Buga departamento del Valle del Cauca, Colombia. La poblacién se
identific6 con taxonomia integrativa que incluia identificacion morfoldgica, andlisis
morfométrico y molecular. Los 16 caracteres diagndstico evaluados en este trabajo fueron:
L, a, b’ c, c’, DGO, V (%), longitud del estilete, longitud de la faringe, poro excretor,
diametro maximo del cuerpo, didmetro del cuerpo en el ano, altura de la regién labial,
ancho de la regién labial, longitud de la cola y longitud hialina de la cola (h). De la poblacién
analizada se generaron secuencias de la region D2-D3 del gen 28S del ADN ribosomal.
Los datos morfométricos de la poblacion estudiada en este trabajo, fueron similares a los
reportados en la literatura para Rotylenchulus reniformis. Las secuencias de la region D2-
D3 del ADN ribosomal mostraron alta afinidad (99% de similitud) con las secuencias de
referencia de R. reniformis previamente publicadas. El andlisis filogenético de Maxima
Verosimilitud (ML) mostr6é que la poblacion de R. reniformis de este trabajo se agruparon
en un mismo clado con poblaciones de referencia. EI mismo analisis de Maxima
Verosimilitud permitié agrupar claramente la poblacion de R. reniformis tipo A con otras
poblaciones de literatura y permitié observar una clara separacion de R. reniformis tipo B.
Este es el primer reporte en Colombia de R. reniformis tipo A asociado al cultivo de pifia
con soporte morfolégico, morfométrico y molecular.

Palabras clave: Caracteres diagndstico, D2-D3, Rotylenchulus, tipo A, pifia
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Abstract

The population of Rotylenchulus, presented in this section, was collected in pineapple crops
in the municipality of Buga, department of Valle del Cauca, Colombia. The population was
identified with integrative taxonomy that included morphological diagnostic, morphometric,
and molecular analysis. The 16 characters diagnostic considered in this work were: L, a, b,
c, ¢, DGO, V (%), stylet length, pharynx length, excretory pore, maximum body diameter,
body diameter at the anus, height of the lip region, width of the lip region, tail length and
hyaline tail length (h). The sequences from the D2-D3 region of the 28S gene of ribosomal
DNA were generated from the analyzed population. The morphological data of the
population studied in this work were similar to those reported in the literature for
Rotylenchulus reniformis. The sequences of the D2-D3 region of ribosomal DNA showed
high affinity (99% similarity) with the R. reniformis reference sequences. The phylogenetic
analysis of Maximum Likelihood (ML) showed that the population of R. reniformis of this
work was grouped into the same clade with reference populations. The same analysis of
maximum Likelihood allowed to group the population of R. reniformis type A with other
populations reviewed in the literature. Additionally, the ML allowed observing a clear
separation of R. reniformis type B. This is the first report in Colombia of R. reniformis type
A associated with pineapple crop using morphological, morphometric, and molecular
support.

Keywords: Diagnostic characters, D2-D3, Rotylenchulus, type A, pineapple
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3.1 Introduccidn

El fitonematodo Rotylenchulus reniformis (Linford & Oliveira, 1940), llamado nematodo
reniforme debido a su peculiar forma de rifion de las hembras maduras, fue observado por
primera vez en 1938 por Francis Yap (un técnico del Instituto de Investigacion de pifia en
Hawai), en raices de caupi (Vigna sinensis) cultivado en un campo de pifia (Ananas
comosus L. Merr) en la Isla Oahu en Hawai, Estados Unidos y pocos dias después fue
encontrado en raices de pifia (Lindford and Oliveira, 1940) y en 1940 el género fue descrito

Ccomo una especie nueva por los investigadores Linford y Oliveira (Ayala, 1961).

Rotylenchulus es un fitoneméatodo semi-endoparasito sedentario cuyo estado infectivo son
las hembras en estado juvenil J4. Las hembras ingresan en la raiz, penetran el cortex y
causan el dafio en la planta debido a que establecen un sitio permanente de alimentacién
gue les provee alimento durante todo su ciclo de vida. Las hembras introducen la regién
anterior de su cuerpo en la raiz, mientras que la parte posterior permanece en la superficie
y estas se hinchan a medida que van alcanzando su madurez (Wang, 2007). El nematodo
R. reniformis esta ampliamente distribuido en zonas tropicales, subtropicales y templadas
célidas en América del Norte y del Sur, El Caribe, Africa, Sur de Europa, Oriente Medio,
Asia, Australia y El Pacifico (Ayala & Roman, 1964; Sipes & Chinnasri, 2018).

Este nematodo ha sido reportado como un fitoparasito con graves dafios al cultivo de pifia
(Sipes & Chinnasri, 2018). En Hawai y Filipinas ha sido reportado como el principal
problema en este cultivo (Rohrbach & Apt, 1986; Davide, 1988), también se ha reportado
su importancia en otros paises como Puerto Rico, Tailandia, Australia y México (Sipes &
Chinnasri, 2018).
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Actualmente en Colombia la informacion sobre Rotylenchulus en el cultivo de pifia es poca,
desconociéndose especificamente la (s) especie (s) de este nematodo asociadas a este
cultivo. Es por ello que en este trabajo se enfocé en identificar morfologica, morfométrica
y molecularmente las especies de Rotylenchulus asociadas a pifia y la filogenia del
fitonematodo. Esto permitira tener informacion actualizada y considerar medidas de control

eficaces que eviten su diseminacién e impactos negativos sobre la produccion del cultivo.

3.2 Revision de literatura

En el género Rotylenchulus se han reportado 10 especies validas: R. anamictus, R.
borealis, R. brevitubulus, R. clavicaudatus, R. leptus, R. macrodoratus, R. macrosoma, R.
macrosomoides, R. parvus, R. reniformis y R. sacchari (Robinson et al., 1997; Van den
Berg et al., 2016; Van den Berg, Marais & Swart, 2017). De las especies mencionadas
anteriormente, la de mayor importancia es R. reniformis, el cual es un fitoneméatodo semi-
endoparasito sedentario que afecta cultivos en zonas tropicales y subtropicales (Robinson
et al., 1997). Se ha reportado que este fitonematodo ataca a mas de 300 especies de
plantas, entre ellas la pifia (Robinson et al., 1997; Jones et al., 2013; Ravichandra, 2014).
Varios investigadores reportan a R. reniformis como uno de los principales nematodos en
este frutal (Guerout, 1975; Rohrbach & Apt, 1986; Py et al., 1987; Jiménez et al., 2001;
Sipes et al., 2005; Sipes & Chinnasri, 2018; Daramola et al., 2013; Rabie, 2017), aunque
en Sur Africa también se ha reportado a R. parvus por estar asociado con pifia, sin

embargo, su importancia econémica en el cultivo aun se desconoce (Keetch, 1982).

3.2.1 Sintomatologia

Los sintomas causados por R. reniformis en cultivos de pifia incluyen una disminucién en

la ereccion de las hojas, las cuales se tornan de color rojizo y presentan disminucion en el
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crecimiento. Estos sintomas a nivel foliar son parecidos a los causados por estrés de
humedad y nutrientes. A nivel edafico ocurre una inhibicion en la formacién de raices

secundarias, lo cual conlleva a que la planta tenga un sistema radical poco desarrollado.

Cuando las infestaciones de R. reniformis son severas puede haber colapso y muerte de
la planta si las poblaciones son superiores a 600 nematodos/250 cc de suelo (Sipes &
Schimitt, 2000). Por otra parte, la planta forma menos retofios y si estos florecen sus frutos
pueden tener maduracion prematura o tardia. (Sipes et al., 2005; Sipes & Chinnasri, 2018).
Otro dafio observado es la disminucion de la longitud de la hoja D (Julca-Otiniano,
Carbonell & Bello- Amez, 2005). Segun Sipes & Schmitt (2000), la altura de la hoja D y de
la planta, estan altamente correlacionadas con el peso final del fruto.

Cabe mencionar que las densidades poblacionales de R. reniformis, no se incrementa
inmediatamente que se establece los cultivos de pifia en campo y el sistema radical
empieza a formarse. Las poblacionales permanecen en sus niveles previos hasta ocho
meses después de plantar el cultivo, transcurrido este tiempo la poblacién relativamente
estatica empieza a mostrar un crecimiento lineal y se mantiene en constante aumento

hasta por 6 meses (Sipes & Schimitt, 1994).

Estas poblaciones permanecen en estos niveles altos durante todo el ciclo del cultivo,
observandose una leve disminucién de la poblacion cuando el cultivo inicia su etapa de
floracion (Sipes & Schimitt, 1994). Esa ligera disminucion de la poblacién podria estar
relacionado con inhibidores de proteasas endégenos que se localizan en el sistema radical
de la pifia (Rabovich, Paull, & Sipes, 2009). Las concentraciones de inhibidor de proteasa
aumentan en la planta de pifia cuando el cultivo esté infectado con R. reniformis, mientras
gue en plantas no infectadas disminuye, esto indica que, como respuesta al ataque del
nematodo, la planta responde con resistencia sistémica adquirida a la presencia de R.

reniformis (Chinnasri & Sipes, 2005).
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Los estudios reportan que 2 — 4 R. reniformis por cm3 pueden causar pérdidas
significativas en el cultivo, alcanzando hasta un 40 — 60 % en la reduccion del rendimiento
(Sipes & Schmitt 2000; Jones et al., 2013). Segun Sipes et al., (2002), el ataque de R.
reniformis también incrementa la severidad del virus PMWaV-1 (closterovirus) que causa
la marchitez en pifia transmitido por cochinilla (Dysmicoccus brevipes Cockerell), y la
coinfeccidn entre estos dos fitopatdégenos acelera la floracion, reduce el tamafio de la fruta

y por consiguiente el rendimiento.

3.2.2 Biologia

El ciclo de vida de R. reniformis es relativamente corto, los huevos eclosionan después de
una o dos semanas, emergiendo de ellos los juveniles en segundo estado (J2), que se
mueven al suelo y sufren tres mudas sin alimentarse y se producen machos y hembras
adultos (Linford & Oliveira, 1940; Bird, 1984). Los machos parece que no se alimentan
(Sipes & Chinnasri, 2018) y son las hembras las que causan el dafio y su etapa parasitica
la alcanzan de una o dos semanas después de la eclosion. Las hembras entran al sistema
radical e inician su proceso de alimentacién, la maduracién la alcanzan cuatro semanas
después de que penetran la raiz, durante este tiempo contindan desarrollandose, se
hinchan y se vuelven sedentarias. El macho permanece fuera de la raiz y puede copular a
la hembra antes de la maduracién de la génada femenina. Al madurar, en una masa
gelatinosa depositan entre 60 - 200 huevos (Linford & Oliveira, 1940; Bird, 1984).
Generalmente se reproducen por anfimixis, aunque algunas poblaciones lo hacen

partenogénicamente (Nakasono, 1977; 2004; Wang, 2007).

Rotylenchulus reniformis puede tolerar temperaturas extremas y sobrevivir periodos
extensos sin el hospedero. Poblaciones evaluadas de Louisiana, Texas y Puerto Rico
sobrevivieron sin su huésped por 6 meses a temperaturas entre -5y 25 °C. En suelos en
barbecho también pueden sobrevivir por dos afios en forma de huevo o juveniles en

anhidrobiosis, sin embargo, ello depende de la humedad del suelo (Tsai & Apt, 1979).
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Las hembras inducen su sincitio en la raiz (Robinson et al., 1997), el cual se forma a partir
de una célula Unica que se agranda para incorporar células adicionales en el periciclo,
parénquima o algunas veces en el floema (Rebois, Madden, & Eldridge, 1975; Robinson
etal., 1997).

Las investigaciones indican que hay diferencias en la temperatura dptima con respecto al
comportamiento reproductivo en las poblaciones de R. reniformis (Nakasono, 1977; 2004).
El rango de temperatura 6ptima para el desarrollo de Roylenchulus es de 25 — 29°C, la
exposicion a temperaturas bajas (15°C), como también superiores (36°C), afecta
negativamente el proceso de reproduccion ya que la disminuye. (Rebois, Madden, &
Eldridge., 1975; Heald & Inserra, 1988).

Algunos trabajos de Rotylenchulus sp. han sido reportados en Colombia para algunos
cultivos como: aguacate (Saltaren et al., 1999), granadilla (Vargas et al., 2002), maiz
(Norton, & Varén de Agudelo, 1984), maracuya (Sanchez, Manyoma & Agudelo, 1993;
Ortiz-Paz, Guzman-Piedrahita, & Ocampo, 2012), platano y banano (Zufiiga, Ortiz, & Varén
de Agudelo, 1979; Gdmez, 2001; Riascos-Ortiz et al, 2019), tabaco (Barriga-Olivares &
Aranda-Ramirez, 2000), uva (Rubiano & Varén de Agudelo, 1994). Sin embargo, en el

cultivo de pifia solo Redondo & Vardn de Agudelo (1991) ha reportado a Rotylenchulus sp.

En general en Colombia son muy pocos los trabajos enfocados al estudio de
Rotylenchulus. Por ende, no hay informacién actual de cudles son especies de este
fitonematodo que estan asociadas al cultivo de pifia, lo cual limita el manejo de las
poblaciones del nematodo en los cultivos de pifia. Con el fin de tener informacion precisa
y actualizada sobre las especies de Rotylenchulus, este estudio tiene como objetivo (i)
identificar a través de analisis morfol6gico, morfométrico y molecular las especies de
Rotylenchulus asociados al cultivo de pifia en el Valle del Cauca, como también (ii) analizar
las relaciones filogenéticas de las especies de Rotylenchulus asociadas a cultivos de pifia

en las areas estudiadas.
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3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Localizacioén

Se colectaron muestras de suelo y raices en la finca “San Juanito” en el municipio de Buga,
Valle del Cauca Colombia entre el 2018 y 2019. Las muestras se procesaron y analizaron
en el laboratorio de Diagnéstico Vegetal de la Universidad Nacional de Colombia, Sede

Palmira.

3.3.2 Muestreo y procesamiento de las muestras

En un area de muestreo de aproximadamente 1 hectarea se seleccionaron plantas al azar
con sintomatologia similar a la ocasionada por fitonematodos y se colectaron entre 25 —30
submuestras de suelo rizosférico y raices a una profundidad de 0 — 20 cm, que
conformaron una muestra compuesta de 1 kg. Las muestras se colectaron utilizando un
palin y cuchillo. Los métodos utilizados para la extraccién de fitonematodos de las
muestras de suelo y raices se hizo con el método de maceracién-decantacion y agitacion-
decantacién de Cobb modificado (Volcy, 1998; Ravichandra, 2014).

3.3.3 Extraccion de fitonematodos de muestras de suelo

El método de agitacion-decantacién de Cobb (1917) modificado (S"Jacob & Bezooijen,
1977; Volcy, 1998; Ravichandra, 2014) el cual consiste en midieron 100 cc del suelo y se

suspendieron en uno a dos litros de agua. La suspensioén resultante se agitd vigorosamente



Capitulo 3 83

por espacio de cinco minutos. Transcurrido este tiempo, la suspension se dejoé reposar por
10 segundos y se procedié a pasarla por una columna de tamices de 10, 325 y 400 mesh.
Posteriormente, el suelo contenido en los tamices de 325 y 400 se deposit6é sobre papel

facial previamente contenido en un tamiz de decantacion.

Seguidamente, el tamiz de decantacion con el suelo, se colocé en un plato de decantacién
con agua corriente y el montaje se dej6 reposar por 48 horas para separar los nematodos.
Transcurrido este tiempo, se recuperd la suspension de nematodos en un volumen de 20
ml utilizando un tamiz de 400 mesh y depositandolo en tubos Falcon. Finalmente se
almacenaron en nevera a 4°C para posteriormente hacer la respectiva cuantificacion
(S"Jacob & Bezooijen, 1977; Volcy, 1998).

3.3.4 Extraccion de fitonematodos de muestras de raices

Para extraer los fitonematodos de las raices se utilizd6 el método de maceracion-
decantacion de Cobb modificado (S"Jacob & Bezooijen, 1977; Volcy, 1998; Ravichandra,
2014). Inicialmente se enjuagaron para remover agregados de suelo, seguidamente se
pesaron 10 gr y se licuaron de manera intermitente a baja velocidad en un volumen de 200
ml de agua corriente durante 5 segundos. Seguidamente, el macerado de raices se pasé
por una columna de tamices de 10, 325 y 400 mesh; el contenido del tamiz de 325 y 400
mesh se recuperé en un volumen de 100 ml y este fue depositado sobre el papel facial
previamente ubicado en un tamiz de decantacion. El tamiz de decantacion con el macerado
se colocd en un plato de decantaciéon con agua corriente, con el propésito de separar los
nematodos durante un lapso de tiempo de 48 hrs. Transcurrido este tiempo, se procedi6 a
recuperar los nemétodos utilizando un tamiz de 400 mesh, estos se concentraron en tubos
Falcon en un volumen de 20 ml y se almacenaron en nevera entre 4°C (S'Jacob &
Bezooijen, 1977; Volcy, 1998).
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3.3.5 Fijacion de los nematodos

En tubos Eppendorf con 1 ml de agua corriente se depositaron nematodos adultos, los
cuales se llevaron a bafio maria a 60 °C durante 4 minutos para relajarlos (matarlos),
seguidamente se colocaron a centrifugar a 13,000 rpm durante 1 min. Finalizada la
centrifugacion, se retiré 0.5 ml del tubo Eppendorf e inmediatamente se le agregd 0.5 ml
de formalina al 4% (Rosa et al., 2014), una vez fijados se procedié a realizar montajes
semipermanentes de los fitonematodos en laminas portaobjetos para realizar registros
morfométricos para diferentes caracteres diagnéstico de acuerdo con Robinson et
al.,(1997); Van Den Berg et al., (2016); Palomares-Rius et al., (2018): L, a, b", ¢, ¢’, DGO,
V. longitud del estilete, longitud de la faringe, poro excretor, diAmetro maximo del cuerpo
(DMC), didametro maximo en el ano (DMA), altura de la region labial, ancho de la regién
labial, longitud de la cola, longitud hialina de la cola (h), longitud de la espicula, longitud

del gobernaculo.

3.3.6 Andlisis estadistico

Los datos morfométricos generados en este estudio junto a otros obtenidos de la literatura
para especies de Rotylenchulus (Van den Berg et al., 2003, 2016; Agudelo et al., 2005),
fueron sometidos a un Analisis de Componentes Principales (ACP) utilizando el software
SAS (Statistical Analysis System).

3.3.7 Analisis molecular

La extraccion de ADN se hizo siguiendo el protocolo de Munera et al., (2009) con
modificaciones (Riascos-Ortiz et al., 2019). Se colocé un Unico nematodo en una placa

portaobjeto esterilizada y se trituré con una punta de micropipeta esterilizada.
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Inmediatamente, las partes del nematodo se depositaron en un tubo Eppendorf en un
volumen de 15 microlitros (ul) de buffer de lysis (50 mM KCI, 10 Mm Tris pH 8.0, 15 mM
MgCI2, 0.5% Triton x-100, 4.5% Tween-20, 0.09% Proteinasa K). Seguidamente el tubo se
almaceno6 a -50°C por 60 min, transcurrido este tiempo se colocaron en un termociclador
para incubarlo a 65°C durante 1 hora y 95°C por 15 minutos. Por ultimo, el tubo se
centrifug6 a 16,0009 por 1 minuto y almacenado a -20°C hasta ser procesada.

La region de expansion D2-D3 de la subunidad larga (LSU) del ADN ribosomal (28S) fue
amplificada utilizando el primer D2A forward (5"-ACAAGTACCGTGAGGG AAAGTTG-3")
y D3B reverse (5- CCTCGGAAGG AACCAGCTACTA-3") (De Ley et al., 1999). Las

condiciones de PCR para la amplificacion de la regién D2-D3 fueron desnaturalizacion

inicial de 2 min a 94°C seguido de 40 ciclos de 45 seg a 94°C, 45 seg a 55°C, 1 mina 72°C
y una extension final de 10 min a 72°C. Los productos de PCR se enviaron a secuenciar
en ambas direcciones (forward y reverse) con BIONEER en Korea del Sur.

3.3.8 Analisis filogenético

En este andlisis se utiliz6 la herramienta de busqueda de alineacion local basica (BLAST)
en el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) con el propésito de confirmar
la identidad de la especie encontrada en este estudio, a través de las secuencias de ADN
(Altschul et al, 1990). Las secuencias consenso fueron editadas utilizando el software
Geneious (https://www.geneious.com) con alineamiento multiple en MEGA y utilizando las
secuencias generadas en este estudio y otras secuencias de referencia de Rotylenchulus
obtenidas del GenBank. Para determinar la filogenia de D2-D3 también se utiliz6 MEGA-
X'y se construyeron arboles filogenéticos segun los criterios de Maxima Verosimilitud (ML)
utilizando 1000 boostraps (Powers, 2018). Para determinar el modelo de sustitucion de

nucleotidos que mejor se ajustara a cada alineamiento basado en el criterio de informacion
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de Akaike corregido para muestras pequefas, se utilizo el software jModelTest v.2.2.10
(Posada, 2008). Como grupo externo se utilizé a Pratylenchus scribneri en el analisis de
ML.

3.4 Resultados

3.4.1 Identificacion morfologicay morfométrica

La poblacién encontrada en la finca “San Juanito” municipio de Buga, Valle del Cauca
Colombia fue analizada e identificada morfométrica y morfolégicamente como
Rotylenchulus reniformis (Tabla 3.1). Los datos morfométricos y las caracteristicas
morfologicas de la poblacién estudiada son similares a las poblaciones tipo y topotipo
(Tabla 3.1y Figura 3.1). El analisis multivariado mostré que la poblacion de Buga se agrup6
estrechamente con poblaciones de referencia de R. reniformis asociadas a platano en
Colombia reportadas por Riascos-Ortiz et al., (2019) (Figura 3.2). También se observa que
las poblaciones de R. reniformis, incluyendo la analizada en este estudio, se separan
claramente de R. macrodoratus, R. macrosoma, R. macrosomoides y de R. clavicaudatus
Van den Berg et al., (2016), Palomares-Rius et al., (2018) y Riascos-Ortiz et al., (2019).
Los Componentes Principales (CP) 1, 2, 3y 4 presentaron valores propios mayores o igual
a1, los cuales explicaron el 98.28% de la varianza (Tabla 3.2). Los caracteres morfoldgicos
y morfométricos més discriminantes fueron en el CP1: Ly a, enel CP2y CP4: DGOy V,y
en el CP3: b" y estilete (Tabla 3.3).
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Figura 3.1. Morfologia de Rotylenchulus reniformis. (A y B) hembras inmaduras; (C)
macho; (D y E) region anterior de hembras inmaduras. v = vulva; e = espicula, dgo = orificio
de la glandula dorsal esofagica, pe = poro excretor. Fotos A — C en escala de 20 um, D y
E a 10 um. (Fotos tomadas por el autor).
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Figura 3.2. Biplot para las poblaciones colombianas (Musa 1y 2 y Buga) de R. reniformis

asociada al cultivo de pifia y otras especies referencia del género.
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Tabla 3.1. Datos morfométricos de la poblacion analizada de R. reniformis

Rotylenchulus reniformis

Localidad / Cultivo Buga, Valle del Cauca Colombia/ Pifia
Sexo Hembras inmaduras Machos
Especimenes n=20 n=10
L 375.0 £ 29.3 (320.9 - 396.1 +14.0 (363.1 -
431.4) 413.0)
a 24.7+1.0 (22.8 - 26.6) 26.2 + 1.3 (23.8 - 28.0)
b' 29+0.2(25-3.2) 40+£0.1(3.8-4.2)
c 15.6 £1.1(14.0-18.2) 16.1 £ 0.8 (14.8 - 17.5)
c 25+0.1(2.3-2.8) 24+0.1(2.3-2.7)
DGO 15.6 £ 3.6 (15.3 - 18.3) -
\ 71.4+1.5(69.2 - 75.5) 83.4+27.8(91.2-94.1)
Longitud del estilete 15.4+0.5(14.1 - 16.5) 9.8+1.2(8.2-12.2)
Longitud de la faringe 131.9+7.5(117.4-142.6) 98.9+4.1(91.4-105.7)
Poro excretor 78.2+3.1(71.2-84.8) 73.1+£2.1(69.1-75.6)
Didmetro maximo del cuerpo 15.1 + 0.8 (13.6 - 16.3) 15.1 £0.6 (14.3 - 16.2)
Diametro del cuerpo en el 9.5+0.4(8.6-10.4) 10.2+0.5(9.2-11.1)
ano
Altura de la region labial 3.4+0.3(3.0-4.0 3.4+0.3(2.8-3.9)
Ancho de la regién labial 7.6+£0.3(7.0-7.9) 6.7+ 0.2 (6.3-6.9)
Long de la cola 24.0+1.1 (22 - 25.8) 24.7 +1.7 (20.7 - 27.0)
h (longitud hialina de lacola) 7.2+0.8 (5.2 -8.5) 6.3£05(5.5-7.3)
Longitud de la espicula - 18.3+1.6 (16.1-21.7)
Longitud del gubernéaculo - 6.5+0.7 (5.5-7.4)

Nota: L, longitud total del cuerpo; a, longitud total del cuerpo dividido por el diametro
maximo del cuerpo; b’, longitud total del cuerpo dividido por la distancia desde el
extremo anterior del cuerpo hasta el extremo posterior de las glandulas faringeas; c,
longitud total del cuerpo dividido por la longitud de la cola; ¢, longitud de la cola
dividido por el diametro méaximo del cuerpo; DGO, Orifico de la Glandula Dorsal
Esofagica; V o T, posicion de la vulva o testiculos desde el extremo anterior expresada
como porcentaje de la longitud del cuerpo. *Las mediciones estan en um, media +
desviacién estandar (rango).
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Tabla 3.2. Valores propios y varianza total acumulada para cada componente

C Porcentaje Porcentaje total
omponente Valores Total .
" . total de de la varianza
principal propios acumulado :
varianza acumulada

1 6.88605 6.88605 49.1861 49.1861

2 3.55621 10.4423 25.4015 74.5876

3 2.20477 12.647 15.7484 90.336

4 1.11271 13.7597 7.94795 98.2839

5 0.151008 13.9108 1.07863 99.3625

6 0.0892441 14 0.637458 100

7 2.3282E-7 14 1.663E-6 100

8 1.23296E-7 14 8.80042E-7 100

9 8.19087E-8 14 5.85062E-7 100

10 -9.1727E-10 14 -6.55193E-9 100

11 -2.18141E-8 14 -1.55815E-7 100

12 -1.18353E-7 14 -8.45376E-7 100

13 -1.80937E-7 14 -1.29241E-6 100

14 -3.00997E-7 14 -2.14998E-6 100

Tabla 3.3. Correlacion de siete Componentes Principales y los caracteres morfométricos
mas relevantes para hembras inmaduras de R. reniformis.

Vector Caracter 1 2 3 4 5 6 7
diagndstico

1 L -0.38 -0.05 -001 -0-07 -0.17 -0.12 -0.11
2 a -0.36  0.13 -0.12 -0.01 -0.21 -0.17 0.48
3 b’ 0.14 0.24 0.53 -0.13 -0.18 -0.04 -0.17
4 c’ -0.27 -0.28 -0.29 0.11 0.02 -0.05 -0.09
5 DGO -0.17 0.44 -0.02 0.25 -0.02 0.32 -0.38
6 Y, 0.13 0.47 -0.10 -0.26 -0.20 0.01 -0.06
7 Estilete -0.25 0.22 0.38 -0.17 -0.03 -0.46 0.25

Nota: Los caracteres diagnostico claves para discriminar la especie de R. reniformis se
muestran en negrita
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3.4.2 Identificacion molecular

Las secuencias consenso obtenidas en este estudio, correspondientes al segmento de
expansion D2-D3 para la poblacion del nematodo encontrada en Buga, Valle del Cauca
Colombia, mostraron alta afinidad con otras secuencias de referencia de R. reniformis con
una similitud del 99.5% (DQ328713, MG835409, KT003745, KT003743, KT003744,
HM131884, HM131878).

En la Figura 3.3 correspondiente al andlisis de ML para la region de expansion D2-D3, se
observé que todas las secuencias obtenidas en este estudio se agruparon estrechamente
con las secuencias referencia de R. reniformis, las cuales son reportadas en diferentes
paises (EE. UU.: KT003745, KT003743, KT003744; Brasil: DQ328713; Paraguay:
MG835409; China: HM131878, HM131884).

En este mismo analisis filogenético, se observé que las secuencias generadas en este

trabajo de R. reniformis se agruparon con las secuencias de poblaciones de referencia de

R. reniformis Tipo A (Figura 3.4), secuencias de referencia utilizadas: Japén KF999978,
KF999977; China: GU120091; Brasil: GU120091; EE.UU.: KT003743, KT00374
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1Rolylenchulus reniformis Buga Colombia

2 Rolylenchulus reniformis Buga Colombia

4 Roltylenchulus reniformis Buga Colombia

5 Rolylenchulus reniformis Buga Colombia
10Rotylenchulus reniformis Buga Colombia
11Rotylenchulus reniformis Buga Colombia

99 |KT003745 Rotylenchulus reniformis USA

DQ328713 Rotylenchulus reniformis Brasil

L 13Rotylenchulus reniformis Buga Colombia
KT003743 Rotylenchulus reniformis USA

- KT003744 Rotylenchulus reniformis USA

HM131884 Rotylenchulus reniformis China
MG835409 Rotylenchulus reniformis Paraguay
HM131878 Rotylenchulus reniformis China

“ KT003750 Rotylenchulus macrosoma
KY992807 Rotylenchulus macrosoma
9 -LKTOOS'MB Rotylenchulus macrosoma

66 — KT003749 Rotylenchulus macrosoma
KT003758 Rotylenchulus macrodoratus
[ KT003759 Rotylenchulus macrodoratus
» L‘foosmo Rotylenchulus macrodoratus
& KT003761 Rotylenchulus macrodoratus
KT003736 Rotylenchulus parvus

KT003738 Rotylenchulus parvus
64 KT003737 Rotylenchulus parvus

99

DQ498830 Pratylenchus scribneri

I —

0.050

Figura 3.3. Arbol filogenético de ML de Rotylenchulus reniformis, basado en la subunidad
larga D2-D3 del gen 28S del ADN ribosomal y 1000 bootstrap con modelo de sustitucion
de nuclettidos TPM1uf + | + G. El grupo externo Pratylenchus scribneri representado en
color gris. Las secuencias generadas en este trabajo se representan en negrita. Los
valores representan la probabilidad posterior y la escala representa el nimero de
sustituciones por sitio
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Rotylenchulus reniformis Buga Colombia(2)
Rotylenchulus reniformis Buga Colombia(5)
GU120091 Rotylenchulus reniformis China
KF999978 Rotylenchulus reniformis Japon
Rotylenchulus reniformis Buga Colombia
HM131860 Rotylenchulus reniformis China A
DQ328713 Rotylenchulus reniformis Brasil
KT003743 Rotylenchulus reniformis USA
KT003744 Rotylenchulus reniformis USA
KF999977 Rotylenhulus reniformis Japon
v Rotylenchulus reniformis Buga Colombia(3)
Rotylenchulus reniformis Buga Colombia(4)
Rotylenchulus reniformis Buga Colombia(6)
KP054124 Rotylenchulus reniformis China

KP054109 Rolylenchulus reniformis China
KP054118 Rotylenchulus reniformis China
KP054111 Roltylenchulus reniformis China

KP054123 Rotylenchulus reniformis China
§-[-KP0541 12 Rotylenchulus reniformis China
| KT003756 Rotylenchulus macrosomoides
= | KT003757 Rotylenchulus macrosomoides
KT003759 Rotylenchulus macrodoratus
T{KTOOS?{52 Rotylenchulus macrodoratus
. (KTD03802 Rotylenchulus macrosoma
" | | KT003803 Rotylenchulus macrosoma
KT003808 Rotylenchulus macrosoma
KT003777 Rotylenchulus parvus
KT003779 Rotylenchulus parvus
KT003774 Rotylenchufus parvus
KT003780 Roylenchulus sacchari
KT003782 Rotylenchulus sacchari
KT003781 Rotylenchulus sacchari
AY283167 Longidorus diadecturus

]

Figura 3.4. Arbol filogenético de maxima verosimilitud de Rotylenchulus con la regién de
expansion D2D3 del ADN ribosomal 28S y 1000 boostrap y con modelo de sustitucion de
nucleétidos TrN + | + G. Las secuencias de Rotylenchulus de este estudio se agruparon
con las de referencia de tipo A. Las secuencias generadas en este trabajo se representan
con color negro. El grupo externo Longidorus diadecturus se observa en color gris
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3.5 Discusion

Basado en analisis morfologico, morfométrico y molecular, se identifico6 una unica
poblaciéon conformada por la especie R. reniformis con variantes en tipo A y tipo B asociada
al cultivo de pifia en el municipio de Buga, Valle del Cauca Colombia. El andlisis
morfométrico mostré que las mediciones de los caracteres diagnostico son similares a las
poblaciones tipo de R. reniformis, como también a las claves dicotomicas publicadas para
este fitonematodo (Linford & Oliveiral940; Dasgupta, Raski & Sher, 1968; Robinson et al.,
1997; Agudelo et al., 2005; Palomares-Rius et al., 2018). Cabe mencionar que la poblacion
estudiada present6 algunas diferencias para algunos caracteres morfométricos con
respecto a las poblaciones de referencia, esto sugiere la existencia de variacion
intraespecifica. Las investigaciones de Nakasono (2004) y Nyaku et al., (2013, 2016)
reportan que esta variacion se debe principalmente a la temperatura, nutrientes y

crecimiento de la planta hospedero.

Los estudios indican que la identificacion basada en caracteristicas morfolégicas, se
dificulta principalmente por la alta variabilidad intraespecifica que presenta este género
(Germani, 1978; Robinson et al., 1997; Van Den Berg et al., 2016; Palomares-Rius et al.,
2018). Los datos morfométricos se sometieron a un analisis multivariado, y se encontraron
caracteres morfométricos discriminantes (L, a, b", ¢’, DGO, V y longitud del estilete) de
mucha importancia que permitieron identificar la poblacion estudiada y separarla de otras
especies pertenecientes a este género (Dasgupta, Raski & Sher, 1968; Robinson et al.,
1997; Van Den Berg et al., 2016).

Rotylenchulus parvus es una especie que ha sido observada en cultivos de pifia en
Sudafrica (Keetch, 1982), sin embargo, su parasitismo no ha sido confirmado en este
cultivo (Keetch, 1982; Gaur & Perry, 1991; Robinson et al., 1997). Al comparar los datos

morfométricos de literatura (Van Den Berg et al., 2016) se muestran diferencias marcadas
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entre R. parvus con respecto a los datos de R. reniformis generados en este estudio, esto

indica que la identificacion morfométrica es correcta para R. reniformis.

En este trabajo se evalud la regién D2-D3 del gen 28S con la cual se pudo confirmar la
presencia de R. reniformis en el cultivo de pifia. Las secuencias obtenidas, presentaron
una alta afinidad con secuencias publicadas pertenecientes a la especie R. reniformis. Los
analisis moleculares fueron consistentes con los resultados obtenidos mediante
diagnédsticos morfolégicos y morfométricos. La integracion de estas tres técnicas es de vital

importancia ya que permite hacer una identificacion confiable, robusta y precisa.

A partir de las secuencias obtenidas en este estudio, se confirmé que la poblacion
identificada pertenece a R. reniformis tipo A, de acuerdo con lo reportado por Van Den
Berg et al., (2016); estos investigadores encontraron dos tipos diferentes de ARNr D2D3
28S en el genoma de R. reniformis. La poblacion de R. reniformis de Buga (Valle del Cauca,
Colombia) form6 un grupo bien definido con poblaciones tipo A en conjunto con
poblaciones referencia de Brasil, Estados Unidos, China y Japo6n, y aparte de las
poblaciones tipo B (Figura 3.4).

Con el ACP se determiné que la poblacion de este estudio (R. reniformis) se agrupd con
las especies de Musa spp. reportadas en Colombia por Riascos-Ortiz et al., (2019). Sin
embargo, para el cultivo de pifia en este pais, los datos serian el primer reporte que integra
analisis morfométrico y molecular en la identificacion de poblaciones de Rotylenchulus
reniformis asociado al cultivo de pifia. La informacién generada en este estudio contribuye
a ampliar el conocimiento sobre los nematodos fitoparasitos en Colombia, ademéas de

permitir el disefio de estrategias de manejo para R. reniformis asociado a pifia.
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La investigacion de Sipes (1996) indica que las pérdidas en el rendimiento del cultivo
pueden ser entre el 60 — 74% en la primera cosecha y entre el 40 — 45% en las cosechas
subsiguientes. Por lo tanto, este fitoneméatodo podria considerarse un riesgo en los cultivos
de pifia en Colombia, especialmente cuando las poblaciones son superiores a 2.4
nematodos/cc de suelo segun lo indicado por Sipes & Schimitt (2000). Por ende, es de
suma importancia los monitoreos y muestreos en el cultivo para identificar plantas con

posibles sintomas y ademas conocer sus niveles poblacionales con fines de manejo.

Este fitoneméatodo, R. reniformis, se disemina facilmente por el uso inadecuado de
maguinaria y herramientas agricolas, riego y material vegetal infestado (Monar, 2012). Sin
embargo, en este trabajo se encontrd limitada distribucién del nematodo en las fincas
muestreadas, lo cual podria atribuirse a la posible relacién antagénica con poblaciones de

Helicotylenchus.
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3.6 Conclusiones

La descripcion morfolégica, morfométrica y molecular, permitieron identificar a
Rotylenchulus reniformis asociado al cultivo de pifia en municipio de Buga en el Valle del
Cauca Colombia.

La region de expansion D2-D3 fue determinante para caracterizar la especie R. reniformis

tipo A.

La relacion filogenética de la especie identificada como R. reniformis estuvo muy
diferenciada de las demas especies y Unicamente se agrupo con especies de R. reniformis

tipo A.

Es el primer reporte de R. reniformis tipo A asociado al cultivo de pifia que incluye

descripcion morfologica, morfométrica y molecular en Colombia y en el mundo.
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