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Resumen

Caracterizacion morfoldgica, morfométrica y molecular de Pratylenchus y
Radopholus en Musa spp., en el eje cafetero y el Valle del Cauca, Colombia.

Los nematodos fitoparasitos causan pérdidas entre 30 y 80% de la produccién de
platano (Musa AAB Simmonds - Dominico Harton) y banano (Musa acuminata) en
campos altamente infestados. En las zonas de mayor produccion de Musa en
Colombia, su manejo fitosanitario ha sido limitado por el desconocimiento de las
especies de nematodos presentes. Con el proposito de conocer las especies de
Pratylenchus y Radopholus asociadas a cultivos de platano y banano en los
departamentos de Caldas, Quindio, y Valle del Cauca se colectaron muestras
compuestas de raices y suelo rizosférico de diferentes sistemas de produccion. En
el laboratorio de sanidad vegetal de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Palmira, los nematodos fueron extraidos por el método de Cobb modificado e
identificados mediante analisis morfolégico, morfométrico (mediciones de
caracteres diagnosticos) y molecular (amplificacion por PCR y secuenciacion del
segmento D2-D3 del ARN ribosomal y Citocromo oxidasa subunidad | [COI] del ADN
mitocondrial para Pratylenchus e Internal Transcribed Spacer-ITS del ARN
ribosomal para Radopholus). Los resultados mostraron, cinco poblaciones de P.
araucensis, asi: dos del Valle del Cauca, dos de Quindio y una de Caldas, lo cual
indica que esta especie de nematodo, previamente reportada en Arauca (Colombia),
se encuentra ampliamente distribuida en el pais. Mediante pruebas moleculares,
COl, las poblaciones se separaron por origen geografico sugiriendo una amplia
variabilidad intraespecifica. Este estudio reporta las primeras secuencias de COI
para P. araucensis en el mundo. Por otro lado, tres poblaciones fueron identificadas
como R. similis, (dos de Caldas y una de Quindio) confirmandose la presencia de
esta especie de nematodo en las zonas estudiadas. A partir de esta informacion, a
futuro podran plantearse eficientes programas de manejo integrado para las
especies identificadas.

Palabras clave: Platano, banano, fitonematodos, morfometria, segmento D2-D3,
COl e ITS.



Abstract

Morphological, morphometric and molecular characterization of
Pratylenchus and Radopholus in Musa spp., In the coffee region and Valle
del Cauca, Colombia.

Phytoparasitic nematodes cause losses between 30 and 80% of plantain (Musa AAB
Simmonds - Dominico Hartén) and banana (Musa acuminata) production in highly
infested fields. In the areas of greater production in Colombia, their phytosanitary
management has been limited by the wide ignorance of the nematode species
present. In order to know the Pratylenchus and Radopholus species associated with
plantain and banana crops in the departments of Valle del Cauca, Caldas and
Quindio, samples composed of roots and rhizospheric soil from different production
systems were collected. In the laboratory, the nematodes were extracted by the
modified Cobb method and identified by morphological, morphometric
(measurements of diagnostic characteristics) and molecular analysis (PCR
amplification and sequencing of the D2-D3 segment of ribosomal RNA and
Cytochrome oxidase | subunit [COI] of mitochondrial DNA for Pratylenchus and
Internal Transcribed Spacer-ITS of ribosomal RNA for Radopholus). According to
the results, five populations were identified as P. araucensis, two from Valle del
Cauca, two from Quindio and one from Caldas, which indicates that this nematode
species, previously reported in Arauca (Colombia), is widely distributed in the
country. Using molecular data, but especially COI, populations were separated by
geographic origin suggesting wide intraspecific variability. This study reports the first
COl sequences for P. araucencis in the world. On the other hand, three populations
(two from Caldas and one from Quindio) were identified as R. similis, confirming the
presence of this nematode species in the studied areas. Based on this information,
efficient integrated management programs for the identified species may be
proposed in the future.

Keywords: Plantain, banana, phytonmatodes, morphometry, D2-D3, COI, ITS.
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Introduccion General

El platano (Musa AAB Simmonds - Dominico Hartén) y banano (Musa acuminata)
tienen como centro de origen Papua Nueva Guinea, de donde fue dispersado a
Europa y luego al continente americano (Caicedo, 2015). Actualmente, el platano y
banano estan entre los cultivos agricolas de mayor importancia en el mundo, con
un volumen de produccion anual que supera 39. 000.000 t; entre las regiones mas
productivas se destacan Africa, Asia-Pacifico y la region caribe latinoamericana, las
cuales aportan alrededor de 13.000.000 toneladas. En ese sentido, 120 paises
producen platanos en regiones tropicales y subtropicales, entre los que se incluyen
a Colombia con el tercer puesto en produccion con 3.077.564 t, después de Uganda
con 7.204.041 t y Filipinas con 3.224.059 t, y el primer lugar en volimenes de
exportacion con 117.913 t (FAO, 2020).

De acuerdo con MADER (2018), los departamentos con mayor produccion de Musa
spp. son Arauca con 584.043 t, seguido por Antioquia (474.860 t), Meta (350.172 t),
Valle del Cauca (342.462 t), Cordoba (304.687 t), Caldas (283.574 t) y Quindio
(269.482 t). En estas zonas productoras, el platano y banano son cultivados por
pequefios agricultores, en los cuales se concentra el 87% de la produccion,
destinada para autoconsumo o0 comercializacibn en mercados locales y/o
regionales, debido a que estos productos son una fuente de alimento basico para
mas de 400 millones de personas (CGIAR, 2014). El 13% restante de la produccion
mundial, especialmente banano, es obtenido en sistemas de produccion
tecnificados para comercializacion en mercados internacionales (Roux et al., 2008).
En paises en via de desarrollo (Africa occidental) la ingesta de alimentos a base de
platano y/o banano supera los 400 g/dia. En Colombia, el consumo de estos
productos se hace en diferentes presentaciones (patacones, cocido, colada etc.),

en repetidas ocasiones en una misma semana (Riascos, 2019).

La produccion de platano y banano es afectada por insectos plaga y enfermedades.

Entre las enfermedades mas frecuentes e importantes por sus pérdidas potenciales



se incluyen a la sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis), marchitamiento vascular
(Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4), moko del platano (Ralstonia
solanacearum) y aquellas ocasionadas por nematodos fitoparasitos (Radopholus
similis, Helicotylenchus multicinctus, Meloidogyne incognita, M. javanica, M.
arenaria, Pratylenchus araucensis, P. coffeae, P. goodeyi, P. speijeri y
Rotylenchulus reniformis) (Castafio y Guzman, 2004 y 2007; Pandales & Mosquera,
2007; Castafio y Torrado, 2004 y 2009; Mayary & Castafio, 2009; Chagueza, 2011;
Villegas, 1989; Munera 2009; Riascos 2019). Aunque estos problemas fitosanitarios
son importantes, en algunas zonas productoras, el principal problema son los
nematodos fitoparasitos, incluso por encima de la sigatoka negra e insectos plagas
como: el picudo negro (Cosmopolites sordidus), Picudo rayado y amarillo

(Metamasius hemipterus y Metamasius hebetatus) (Speijer et al., 2001).

En cuanto a los nematodos fitoparasitos que infestan (o0 se alimentan) el sistema
racial y el cormo del platano y banano, se han documentado 43 géneros y 146
especies atacando estos cultivos, algunas de las cuales, como Radopholus similis,
comparten centro de origen con las Muséaceas y por lo tanto fueron dispersados
desde su centro de diversificacion a través de cormos (semilla asexual) hacia
Europa y posteriormente a América (Palomares—Rius et al, 2014; Caicedo, 2015).
Fuera de sus centros de origen, la presion de seleccién mediada por las condiciones
ambientales y las préacticas agricolas, principalmente, han estado asociadas a

eventos recientes de especiacion (Palomares — Rius et al, 2014).

En cultivos de platano y banano los nematodos fitoparasitos pueden ocasionar
pérdidas entre 20 y 80% en plantaciones con 3 — 5 afios de edad, especialmente en
agrosistemas con presencia de cultivares susceptibles, condiciones agroecoldgicas
favorables y altos niveles poblacionales de nematodos fitoparasitos (Araya, 2004;
Guzman, 2011). De acuerdo con Tripathi et al. (2015) y Moens et al. (2006), la
presencia de nematodos fitoparasitos en niveles poblacionales altos afecta
drasticamente el sistema de raices de las Musaceas, y en consecuencia se reduce
el area foliar y el tamafio del racimo. Un buen racimo de un cultivar comercial de

banano (Musa AAA) consiste de ocho manos de quince dedos, cada uno con un



peso promedio de 150 g y un peso de racimo de 20 Kg (Roux et al., 2008). Sin
embargo, en presencia de fitonematodos como R. similis, con niveles poblacionales
de 3000 individuos/100 g de raices, el peso del racimo se reduce potencialmente en
un 47% (Tripathi et al., 2015).

Diferentes estudios taxondmicos de poblaciones de nematodos asociadas a cultivos
de platano y banano han sido realizados en Colombia, destacandose los realizados
por Manera (2008), Riascos et al (2019) y Guzméan et al. (2021), en los cuales se
reportaron las especies Meloidogyne incognita, M. arenaria, M. acrita y M. hispanica
mediante analisis morfoldégico, morfométrico, bioquimico y molecular. Barriga y
Cubillos (1980) reportaron a Pratylenchus coffeae en plantaciones de Musa spp. de
Santa Marta, Urab4, zona cafetera (Quindio) y Caqueta, sin embargo, este estudio
carece de registros morfométricos y moleculares. Mlnera et al. (2008, 2009 y 2010),
registraron mediante soporte morfoldgico, morfométrico y molecular las especies
Radopholus similis y Pratylenchus araucensis en algunas zonas productoras de
Arauca, La Tebaida, Magdalena y Carepa. Recientemente Riascos et al. (2021), a
partir de muestras recolectadas en el eje cafetero y Valle del Cauca encontraron
que la distribucion de los géneros Radopholus y Pratylenchus estuvo restringida a
algunas zonas productoras, sin embargo, no reportaron las especies de estos
géneros presentes en estas regiones; Estos mismos autores en el trabajo
mencionaron que en estas zonas de estudio los géneros con mayores frecuencias
fueron: Meloidogyne, Helicotylenchus, Rotylenchulus, Radopholus y Pratylenchus
sin embargo no se realizé la identificacion hasta nivel de especie para los dos

altimos géneros.

Con el propdsito de conocer las especies de Pratylenchus y Radopholus asociadas
a cultivos de platano y banano del eje cafetero y el departamento Valle del Cauca,
mediante analisis morfolégico, morfométrico y molecular, se plante6 el siguiente
objetivo general: Identificar a nivel morfologico, morfométrico y molecular las
especies de Pratylenchus y Radopholus asociadas a Musa spp. en el eje cafetero y

el Valle del Cauca.



Objetivos

General:

Identificar mediante andlisis morfoldgico, morfométrico y molecular las especies de
Pratylenchus y Radopholus asociadas a Musa spp. en el eje cafetero y el Valle del
Cauca.

Especificos:

1. Establecer la identidad taxonomica de las especies de Pratylenchus y
Radopholus mediante analisis morfolégicos y morfométricos.

2. Determinar molecularmente las especies de Pratylenchus y Radopholus
basado en ADNr y ADNmt.

3. Conocer las posiciones y relaciones evolutivas de las especies de
Pratylenchus y Radopholus en Musa spp. a partir de diferentes métodos
filogenéticos.



Capitulo 1: Identificacion morfoldégica, morfométrica y
molecular de poblaciones de Pratylenchus asociadas a
Musa AAB (subgrupo platano) y Musa AAA (subgrupo
Cavendish).

Introduccion

Pratylenchus es un fitonematodo limitante de la produccion de cultivos agricolas
econémicamente importantes en zonas tropicales y subtropicales del mundo,
incluidos el platano y el banano. El habitat alimenticio del nematodo es endoparasito
migratorio y en estos cultivos afecta raices y rizomas, donde causa diferentes

sintomas (Sasser y Freckman, 1987; Munera, 2009 y Castillo y Vovlas, 2007).

Los sintomas inducidos por este patdogeno van desde reduccidén del sistema de
raices, retraso del crecimiento, disminucion del peso del racimo, alargamiento del
ciclo productivo y volcamiento de las plantas ademas de necrosis causada en las
raices lo anterior toda vez que el nematodo ingresa a las células y penetra de
manera intracelular e intercelular (De Luca et al., 2012). Las pérdidas causadas por
Pratylenchus estan alrededor del 15% y aumentan considerablemente en
plantaciones de méas de 3 afios y con poco manejo agronémico (Castillo y Vovlas,
2007).

El ciclo de vida de nematodos del género Pratylenchus en Musa spp. es de
aproximadamente 30 dias a temperatura entre 25-30°C (Bridge et al, 1997) e inicia
cuando las hembras depositan los huevos de manera individual o en pequefos
grupos (4-8 huevos) al interior o muy cerca al exterior de las raices. Posteriormente,
el segundo estado juvenil eclosiona del huevo, el cual sufre tres mudas adicionales
hasta alcanzar el estado adulto. Contrario a otros géneros de nematodos
(Radopholus y Meloidogyne), todos los estados fuera del huevo son infectivos (J2,
J3, J4 y adulto). Aunque existe poca informacion referente a la duracién precisa de
los ciclos de vida de Pratylenchus, en condiciones de laboratorio se han probado

varias combinaciones entre nematodos y hospederos. En el trébol rojo, P. penetrans



completd una generacion en 54-65 dias y produjo 16-35 huevos por hembra a una
tasa de 1-2 huevos por dia (Turner y Chapman, 1972; Castillo y Vovlas, 2007). El
ciclo de vida completo de P. vulnus fue estudiado por Chitimbar y Raski (1985) en
discos de zanahoria bajo condiciones controladas, con una duracion de 3-4

semanas.

El género Pratylenchus alberga méas de 68 especies (Castillo y Vovlas, 2007). Las
especies del género Pratylenchus reportadas en cultivos de platano y banano son:
P. araucensis, P. speijeri, P. coffeae y P. goodeyi (Backiyarani et al., 2014.;
Luambano et al, 2019.; Moens et al, 2005.; Handoo et al, 2021.; Manera, 2009.; De
Luca et al, 2012.; Bridge et al, 1997.; Souza, 2008.; Castillo y Vovlas, 2007. y
Munera, 2009). De estas especies, en Colombia se han registrado a P. coffeae
(Santa Marta, Uraba, zona cafetera [Quindio] y Caquetd) (Barriga y Cubillos, 1980)
y P. araucensis (Arauca, La Tebaida, Magdalena y Carepa), de las cuales solo
existen registros morfométricos y moleculares para la ultima especie (Munera et al.,
2009).

Basado en el reporte de Barriga y Cubillos (1980), en Colombia existe una tendencia
generalizada a asociar la presencia de Pratylenchus en platano y banano con la
especie P. coffeae. Estos juicios a priori pueden llevar a un mal diagnostico de
poblaciones del nematodo, debido a que morfolégica y morfometricamente, P.
coffeae presenta similitud para diferentes caracteres diagnésticos con P.
araucensis, P. loosi y P. jaehni (Duncan et al. 1999; Munera, 2009). Las similitudes
entre P. coffeae, P. araucensis, P. loosi y P. jaehni.,, se pueden observar
respectivamente en el valor promedio de algunos caracteres diagndstico para los
cuales hay solapamiento (overlap), como posicion de la vulva (80.5, 77.3, 80.2 y
78.4%), longitud total del cuerpo (601.9, 500.8, 521.7 y 488.4 um), longitud del
estilete (16.9, 13.5, 16.1 y 14.5 ym), ancho maximo del cuerpo (19.5, 18.6, 18.1,
20.2 ym), diametro del cuerpo en la region anal (13.2, 12.1, 12.1, 13.0 ym), indice
c (20.9, 18.8, 18.3 y 19.2 ym) e indice a (28.7, 26.4, 24.7 y 20.7).



Para un manejo eficiente de poblaciones de Pratylenchus es indispensable realizar
una correcta identificacion hasta nivel de especie. La identificacion de especies de
Pratylenchus es una tarea dificil debido al solapamiento entre especies de los
registros de De Man (Castillo y Vovlas, 2007 y Munera, 2009). Por lo anterior, es
recomendado la identificacion de especies de Pratylenchus mediante taxonomia
integrativa mediante el registro de caracteristicas: 1) morfolégicas como: forma de
la cola, forma de la region anterior, forma de la espermateca. 2) morfométricas
como: longitud del estilete, posicion de la vulva, longitud total de los nematodos,
diametro maximo del cuerpo, diametro del cuerpo a la altura del ano, longitud de la
cola, longitud del saco post uterino entre otros. 3) moleculares como: regién LSU y
COl (Luc, 1987; Anderson y Townshend, 1980; Corbett y Clark, 1982; Inserra et al.,
1996, 1998, 2001, 2007; Rashid y Khan, 1976; Roman y Hirschmann, 1969; Tarjan
y Frederick, 1978; Tarté y Mai, 1976a, 1976b; Taylor y Jenkins, 1957; Loof, 1991;
Munera, 2009).

Aungue el género Pratylenchus ha sido reportado en cultivos de platano y banano
del eje cafetero y el Valle del Cauca, a la fecha no existen datos morfométricos y
moleculares que soporten la identidad taxondmica de la mayoria de especies
reportadas en el pasado. En ese sentido, los objetivos de esta investigacion fueron:
() identificar poblaciones de Pratylenchus en el Eje Cafetero y Valle del Cauca
mediante analisis morfolégico, morfométrico y molecular, (ii) conocer la diversidad
intraespecifica de las poblaciones de Pratylenchus identificadas, a partir de datos
moleculares, y (iii) Conocer las relaciones evolutivas de las poblaciones analizadas
basado en el segmento D2-D3 del ARNry COI del ADNmt.



1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Localizacién

El estudio se realizé en diferentes zonas productoras de platano y banano de los
departamentos de Valle del Cauca (Buenaventura), Quindio (Calarcd) y Caldas
(Palestina) (Figura 1-1). El procesamiento de muestras se realiz6 en los laboratorios
de Microbiologia y Sanidad Vegetal y de Biologia Molecular de la Universidad

Nacional de Colombia, sede Palmira.

1.2.2 Muestreo

Un total de 9 Muestras compuestas de suelo rizosférico y raices de cultivos de
platano y banano con edades entre 3 — 5 afios fueron colectadas, tres en el
departamento de Valle del Cauca (en el municipio de Buenaventura), tres en el
departamento de Caldas (en el municipio de Palestina), y tres en el departamento
de Quindio (en el municipio de Calarcd) mediante recorridos en zig-zag, donde una
muestra estaba conformada por submuestras de 15-20 plantas/ha de
aproximadamente un kilogramo. Las muestras se recolectaron en tres puntos
equidistantes entre 20-30 cm de distancia del pseudotallo, y entre 0-30 cm de
profundidad, el material colectado fue empacado, rotulado y posteriormente llevado
al laboratorio para su analisis (Ravichandra, 2014).



Tabla 1-1. Ubicacion geogréfica, altitudinal, temperatura promedio, precipitacion anual y especies vegetales muestreadas
en los municipios de los departamentos del Valle del Cauca, Quindio y Caldas.

Departamento Municipio Latitud Longitud msn | Temperatura Precipitacién / Especies y variedad de Musa
m (°C) afio (mm)

Valle del Cauca Buenaventura 3°45°15.71" N | 76°6821.61" O 10 26 9000 (Musa AAB Simmonds) Dominico
Harton

Valle del Cauca Buenaventura 3°35°19.51” N | 76°18°06.22" O 85 26 9000 (Musa AAB Simmonds) Dominico
Harton

Caldas Palestina 4°58°01.56” N | 75°35°36.75" O 1050 | 18 2859 (Musa AAB Simmonds) Dominico
Harton

Quindio Calarca 4°31°46.20" N | 75°37°17.96” O 1573 | 19 2500 (Musa AAB Simmonds) Dominico
Harton

Quindio Calarca 4°31°46.20" N | 75°37°17.96” O 1573 | 19 2500 Banano




Departamentos: Valle del Cauca, Quindio y Caldas

Figura 1-1. Ubicacién geografica de los municipios muestreados en los
departamentos del Valle del Cauca, Quindio y Caldas.

1.2.3 Extraccion de fitonematodos de suelo y raices

Los fitonematodos fueron extraidos de suelo y raices a través de las técnicas
resumidas por Varén y Castillo (2001) y Ravichandra (2014):

1) En relacién al método de tamizaje y decantaciéon de Cobb modificado (agitacién,

filtracién y decantacion), Ravichandra (2014) y Varén y Castillo (2001) afirman que:

Para la recuperaciéon de nematodos parasitos de plantas vivos y méviles, se
suspendieron 100 cc de suelo en 1,5 L de agua y se homogenizo por un lapso
de 5 minutos. La suspension se dejoé reposar durante 10 segundos y
transcurrido este tiempo se filtr6 en una columna de tamices de 30, 270, 325

y 400 mesh. El suelo retenido en los tamices 325 y 400 mesh se re-suspendid



en 100 cc de agua. Posteriormente, la suspensién se colocé sobre una capa
de papel filtro contenido en un tamiz de decantacion de 20 mesh. Para
finalizar, el tamiz de decantacion con el suelo se colocé sobre un plato de
decantacion, al cual se le adicion6 200 cc de agua aproximadamente hasta
cubrir superficialmente el suelo y se dejé en reposo durante 48 horas.

2) Para la extraccion de nematodos en raices se siguio la metodologia (maceracion

o de licuadora) propuesta por Ravichandra (2014) y Varén y Castillo (2001).

Para extraer fitonematodos endoparasitos migratorios y sedentarios, a las
raices colectadas se le retiraron las particulas de suelo, después, las raices
se fraccionaron en sesiones de 1-2 cm de longitud, para luego tomar 10 g
para ser suspendidos y licuados en un volumen de 50 cc de agua por espacio
de 30s intermitentemente por cinco veces. La suspension resultante se paso
por una columna de tamices de 30, 270, 325 y 400 mesh. Las raices
retenidas en los tamices 325 y 400 mesh se re-suspendieron en 100 cc de
agua. Posteriormente, la suspension se coloco sobre una capa de papel filtro
contenido en un tamiz de decantacion. Finalmente, el tamiz de decantacion
con las raices se colocé sobre un plato de decantacion, el cual se llené con
un volumen de agua de 200 cc aproximadamente hasta cubrir
superficialmente los fragmentos de raices y se dejo en reposo durante 48

horas.

1.2.4 Andlisis morfolégico y morfométrico

Los nematodos fitoparasitos extraidos e identificados como Pratylenchus basados
en caracteres morfolégicos fueron sometidos a 60°C por cuatro minutos y
posteriormente fijados en formalina al 2%. después, para cada poblacion se
realizaron preparaciones semipermanentes de al menos 14 hembras y datos
morfométricos fueron registrados de acuerdo con (Castillo y Vovlas, 2007) y

(Munera, 2009), asi: L = longitud total del cuerpo, a = longitud total del cuerpo



dividida por el diametro maximo del cuerpo, ¢ = longitud total del cuerpo dividida por
la longitud de la cola, ¢ = longitud total del cuerpo dividida por el diametro del cuerpo
en region anal, V% = posicion de la vulva, DEGO = orificio de la glandula esofagica
dorsal, longitud del estilete(um), nimero de anillos de la cabeza, longitud de la cola
(um), presencia o ausencia de machos, forma de la espermateca y forma de la cola.
Se tomaron microfotografias de los especimenes usando un microscopio
compuesto equipado con Contraste Diferencial de Interferencia (DIC), marca Nikon

modelo 80i y sistema de captura de imagenes Nis elements.

1.2.5 Anédlisis estadistico

Los datos morfométricos registrados en este estudio y otros tomados de literatura
para comparar nuestros datos con datos de referencias (Munera, 2009; De Luca et
al, 2012; Kolombia et al, 2020) fueron tratados estadisticamente mediante Analisis
de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés), analisis de correlacién
y andlisis de conglomerados para determinar agrupamientos y caracteres
diagnésticos que puedan discriminar especies, usando el paquete estadistico SAS,

version 9.4,

1.2.6 Analisis molecular

Para la extraccion de ADN de los fitonematodos se utiliz6 el protocolo propuesto por
Riascos et al. (2019). Para lo cual un solo espécimen fue cortado y transferido a un
tubo con 15 pL de buffer de lisis (50 Mm KCI, 10 Mm Tris pH 8,3; 2,5 Mm MgClz;
0,45% NP 40; 0,45% Tween - 20; 60 pug mlt proteinasa K). Posteriormente, el tubo
fue incubado a -80°C (15 minutos), 65°C (1 hora) y a 95°C (15 minutos).
Transcurridos estos tiempos, el tubo se centrifugd (16000 revoluciones/1 minuto) y
se almaceno a -20°C. Mediante PCR la region D2 - D3 de la Subunidad grande
(LSU) del ADN ribosomal (28S) fue amplificada usando primers D2A (forward, 5°-
ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3") y D3B (reverse, 5-
TCCTCGGAAGGAACCAGCTACTA-3"), como también la region Citocromo oxidasa



subunidad | del ADN mitocondrial (COI) usando los primers JB3 (forward, 5-
TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3") y JB4.5 (reverse, 5-
TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3"). Las condiciones de PCR fueron 45
segundos a 95°C, 45 segundos a 55°C y 1 minuto a 72°C por 40 ciclos para la region
D2-D3y 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 54°C y 1 minuto a 72°C por 40 ciclos
para COIl. Los productos de PCR fueron secuenciados en ambas direcciones por
BIONEER Korea.

1.2.7 Anélisis filogenético

Las secuencias obtenidas fueron editadas y los consensos construidos mediante el
programa BioEdit 7.0.5.3 (Hall, 1999). Después de depuradas las secuencias, su
identidad se confirmd comparandolas con la base de datos del GenBank,
empleando el software BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
Posteriormente, las secuencias presentadas bajo los nimeros de accesion en la
Tabla 1-6 y 1-7 fueron alineadas, analizadas y editadas manualmente con la ayuda
del programa MEGAG6 (Tamura et al., 2013). Con base en la matriz obtenida para
las dos regiones utilizadas (LSU y COI), fue posible determinar el modelo de
sustitucion de nucleétidos, teniendo en cuenta el Criterio de Informacion Bayesiana
(BIC) mediante el software Model Generator v.0.851 (Keane et al., 2006). El analisis
filogenético se determind mediante el método de maxima verosimilitud (ML)
empleando el modelo de Kimura 2 parametros, y la confiabilidad interna de los
nodos fue determinada utilizando el método de bootstrap con 1000 interacciones.
Como grupo externo del arbol filogenético de la region parcial COIl se empled la
especie Mesocriconema xenoplax (MG422913) y para la region LSU la especie

Belonolaimus longicaudatus (KF963100).



1.3 Resultados

1.3.1 Identificacion morfolégica y morfométrica de nematodos

Cinco poblaciones de Pratylenchus, cuatro de platano de Musa AAB Palestina
(Caldas), Calarca (Quindio), Buenaventura (Zabaletas y La delfina) (Valle del
Cauca), y una de banano Musa BBB de Calarca (Quindio), fueron identificadas
como Pratylenchus araucensis. Los registros morfolégicos y morfométricos tuvieron
correspondencia con los datos reportados para las poblaciones tipo y de referencia

de dicha especie (Tablas 1-2).

Las Poblaciones de P. araucensis, se caracterizaron por presentar habito posterior
a ser inmovilizados vermiforme (Figural-2), region labial aplanada- achatada,
perillas basales del estilete redondas y aplanadas, espermateca redonda, cola

espatulada y presencia de machos.

En la Tabla 1-3 se presenta la matriz de correlacion de datos morfométricos de las
poblaciones analizadas, observandose que la longitud del saco postuterino (um),
longitud del orificio de la glandula dorsal esofagica (um), longitud total de los
fitonematodos (um), longitud cola (um), ancho maximo cuerpo (um) y ancho del
cuerpo en regién anal (um) tienen una correlacién directa con la longitud del estilete;
del mismo modo se observd una correlacion directamente proporcional entre la
longitud saco postuterino (um) con los siguientes caracteres: longitud total (um),
longitud cola (um), ancho maximo del cuerpo (um) y ancho del cuerpo a nivel del
ano (um); por el contrario no se evidencidé correlacion entre caracteres como

Posicién Vulva (%) vy el la longitud saco postuterino (um).



Figura 1-2. Caracteristicas morfoldgicas de Pratylenchus araucensis.

A. habito posterior a ser inmovilizados de una hembra (10x), B y C. Region anterior
del cuerpo de una hembra (100 y 40x respectivamente), D, E y F. Regién media del
cuerpo de una hembra (100, 100 y 40x respectivamente). G y H. Region posterior
del cuerpo de un macho (40 y 100x respectivamente). | y J. Region posterior del
cuerpo de una hembra (100 y 40x respectivamente). v = Vulva, an = Ano, spc =
Espicula, bm= bulbo medio.



Tabla 1-2. Datos morfométricos (um) de poblaciones estudiadas en este estudio y de referencia de Pratylenchus
araucensis.

P araucensis (Manera,

P araucensis (propias) P araucensis (propias) P araucensis (propias) P araucensis (propias) P araucensis (propias) 2009)
Musa AAB Musa AAB

Musa AAB (subgrupo Musa AAB (subgrupo Musa BBB

(subgrupo platano) platano) (subgrupo platano) platano) (subgrupo banano) musa

Zabaletas - Buenaventura  Delfina - Buenaventura Caldas - Colombia Calarca - Quindio Calarca - Quindio Arauca - Colombia

Caracteres n=19 n=14 n=19 n=15 n=10 n =40

L 501,8+56,0 (449,3 —

456240 (401,2 —496,3)  668,7) 484,5+24,7 (444,4 — 538,0) 549,2+13,9(518,4-578,3) 551,3+13,5 (534,7-570,4) 462+31 (376 - 511)
a 26,3+2,1 (20 - 29,8) 28,2+1,9 (23,5- 31) 29,9+ 2,0 (23,0 - 32,8) 25,2+1,3 (21,6-26,9) 24,8+1,4 (21,6-26,3) 23,9+2,3 (19,6 - 29,2)
b 5,8+1,0 (4,7 - 7,0) 6,1+0,7 (5,1 - 6,9) 6,4+0,5 (4,9- 7,3) 6,2+1,7 (5,1- 7,4) 6,7+1,4 (5,5-7,7) 6,2+0,6 (4,8 - 7,8)
b’ 4,4+0,6 (4,0 - 5,7) 4,7+0,2 (3,7 - 6,0) 4,3+0,5 (3,7 - 5,2) 4,1+0,8 (3,7 - 5,0) 4,5+1,0 (4,0 - 4,9) 4,7+0,4 (3,6 - 5,9)
c 17,3+1,2 (14,1 - 22,3) 18,2+1,5 (14,9 - 21,8) 18,9+1,3 (15,2 - 23,4) 18,3+1,0 (16,7-20,2) 17,5+0,4 (16,6-18,0) 17,6+1,4 (14,5 - 21,1)
c’ 2,3+0,5 (1,4 - 2,8) 2,5+0,4 (1,7 - 3,0) 2,6+,02(1,9-3,1) 2,1+0,1 (2,0-2,3) 2,2+0,1 (2,1-2,5) 2,3+0,3 (1,7 - 2,9)
V% 76,7+1,8 (73,9 — 80,1) 77,6+1,1 (75,7 — 79,4) 80,1+1,6 (76,5 — 83,6) 76,5+1,95 (72,9-81,4) 74,7+0,6 (74,0-75,9) 78+1,2 (75-80)
estilete 12,1+0,6 (11,1 — 13,1) 12,6+1,1 (10,7 — 14,0) 11,9+0,6 (10,6 — 12,9) 14,4+0,4 (13,5-14,9) 14,7+0,4 (14,2-15,6) 15,3+0,4 (14,7 - 15,9)
Long cola 26,3+2,0 (20,9 -29,6) 27,541,8 (24,0 -31,1) 25,741,8 (22,0 — 29,4) 30,1+2,0 (27,1-34,6) 31,540,8 (30,2-32,7) 26,3+2,5 (21,5- 31,9)

389,9+44,2 (351,2 -

Vulva 349,9+23,6 (296,3 - 388,5) 516,3) 388,1+21,1 (360,2 - 428,6)  419,8+10,1 (394,6-433,1) 411,7+9,8 (399,2-425,3) 359+24,4 (298 -401)
DGO 2,8+0,6 (2,3-4,1) 2,9+0,5 (2,1 - 3,6) 2,6+0,4 (2,0 -3,2) 2,3+0,1 (2,1-2,5) 2,5+0,1 (2,3-2,6) 2,7+0,4 (1,8 - 3,1)
Diametro
maximo 16,7+1,5 (13,7 - 19,7) 17,8+2,0 (14,0 — 20,5) 15,74#1,2 (12,3-17,2) 21,8+1,4 (20,5-26,0) 22,3+1,3 (21,2-24,7) 17,0+1,8 (13,5 - 20,9)
Diametro -
ano 11,1+0,8 (9,7 — 12,5) 11,6+0,9 (10,0 — 13,2) 10,2+0,8 (9,0 — 11,5) 14,1+0,6 (13,1-15,2) 14,1+0,6 (13,2-14,8) 11,4+1,5 (8,6 - 17,2)
No anillos R
cefalica 2,00,0 (2,0 -2,0) 2,0+0,0 (2,0 -2,0) 2,0+0,0 (2,0 -2,0) 2,0+0,0 (2,0 -2,0) 2,0+0,0 (2,0 -2,0)
Ancho
region labial  6,1+0,5 (4,7 —6,8) 7,1+0,9 (5,6 —9,1) 6,3+0,5 (5,5 -7,3) 8,2+0,4 (7,7-8,9) 8,1+0,3 (7,5-8,5) 7,2+0,3 (6,7 - 7,4)
Alto region
labial 2,5+0,6 (1,5 - 3,6) 2,8+0,3 (2,3-3,2) 2,540, 4(1,8 —3,1) 2,1+0,2 (1,8-2,4) 2,4+0,2 (1,9-2,6) 2,56+0,7 (2,0 - 4,0)
Long l6bulo -
glandula 35,7453 (25,8 - 45,7) 31,741,4 (30,1 — 34,4) 32,844,7(24,0 — 39,2) 28,6+3,6 (24,1-33,8) 40,5+1,1 (38,9-42,2) 24,2+7,7 (10,4 - 46,6)
Long sac

post uterino

18,5455 (8,4 — 27,3)

31,2416 (29,8 — 33,2)

24,5+4,8(14,8 — 32,0)

29,620,8 (28,6-31,4)

30,4+1,2 (28,8-32,0)

18,1+4,0 (9,8 - 24,5)

Mediciones en pm; promedio * s.d. (desviacién estandar) y (rango).



Tabla 1-3. Correlacion de caracteres morfométricos — Pratylenchus araucensis

Longitud Orifico
Lon Longitud orifico Ancho Ancho Glandula Longitud Ancho . 3 3
. ng Posicién Saco Glandula Longitud Longitud Maximo Region Region Indice Indice Indice
Variables Estilete . Cuerpo Dorsal s s
Vulva (%) Postuterino Dorsal Total (um) Cola (um) Cuerpo - Cefalica Cefélica a(um) b (um) c(um)
(um) L Ano (um) Esofagica
(Hm) Esofagica (m) () (um)
(um)
(Hm)
Longitud
Estilete (um) 1,000
Posicién Vulva 0,186
1,000
(%) 0,291
Longitud Saco 0,577 -0,261
; 1,000
Postuterino (um) 0,000 0,136
Longitud Lobulo 0,437 -0,396 0,185
Glandula Dorsal 1,000
Esofagica (um) 0,010 0,021 0,296
i 0,825 -0,258 0,753 0,247
Longitud Total 1,000
(Hm) 0,000 0,141 0,000 0,159
Longitud Cola 0,637 -0,596 0,743 0,390 0,781 1000
(Hm) 0,000 0,000 0,000 0,023 0,000 '
Ancho Maximo 0,669 -0,676 0,634 0,414 0,723 0,785 1000
Cuerpo (um) 0,000 0,000 0,000 0,015 0,000 0,000 '
Ancho Cuerpo 0,748 -0,567 0,628 0,381 0,748 0,713 0,902 1000
Ano (um) 0,000 0,001 0,000 0,026 0,000 0,000 0,000 '
Orifico Glandula  .0,093 0,010 0,274 0,145 0,221 0,073 -0,345 -0,295
Dorsal 1,000
Esofagica (um) 0,602 0,955 0,117 0,413 0,209 0,683 0,046 0,090
Longitud Region 0,225 0,081 -0,012 -0,224 -0,199 -0,087 -0,213 -0,153 0,197 1000
Cefalica (um) 0,202 0,649 0,948 0,202 0,259 0,625 0,227 0,389 0,264 '
Ancho Regién 0,003 -0,615 0,458 0,228 0,342 0,551 0,537 0,438 -0,408 -0,118 1000
Cefalica (um) 0,985 0,000 0,006 0,195 0,047 0,001 0,001 0,010 0,017 0,505 ’
Lo -0,479 0,640 -0,309 -0,428 -0,288 -0,484 -0,814 -0,719 0,178 0,052 -0,203
Indice a (um) 1,000
0,004 0,000 0,075 0,012 0,099 0,004 0,000 0,000 0,314 0,770 0,250
o 0,230 -0,289 0,313 0,032 0,376 0,277 0,390 0,194 -0,195 -0,192 0,156 -0,210
Indice b (um) 1,000
0,190 0,098 0,072 0,858 0,028 0,112 0,023 0,271 0,268 0,276 0,378 0,234
o 0,045 0,623 -0,240 -0,244 0,015 -0,604 -0,323 -0,173 -0,167 -0,114 -0,438 0,373 0,016
Indice c(um) 1,000

0,800 0,000 0,172 0,164 0,932 0,000 0,063 0,327 0,347 0,522 0,010 0,030 0,928




El andlisis multivariado mostré que las poblaciones de P. araucensis del Valle del
Cauca, Caldas y Quindio se agruparon en un mismo claster con la poblacién tipo de
referencia de la misma especie del departamento de Arauca — Colombia, y aparte
de otras especies reportadas en muséceas (Figuras 1-3) como P. loosi, P. coffea y
P. speijeri (Munera et al., 2009; Souza, 2008 y De Luca et al, 2012). El componente
principal 1, 2 y 3 presentaron valores propios iguales o mayores a 1 explicando el
86,84% de la variacion (Tabla 1-5).
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Figura 1-3. Biplot (separacion) basado en datos morfométricos de poblaciones de
P. araucensis.

Poblaciones de P. araucensis del eje cafetero y Valle del Cauca fueron asignadas
a su especie correspondiente basado en datos morfométricos. Se muestran los dos
primeros ejes del Andlisis de Componentes Principales (PCA). Pa= Pratylenchus
araucensis, Ara= Arauca, Za= Zabaletas, Del= Delfina, Cal= Caldas y B=
Buenaventura.

Tabla 1-4 Valores propios y varianza total para cada componente principal de
pardmetros morfométricos de hembras de P. araucensis

Autovalores de |la Matriz de Correlacion

Autovalor Proporcién Acumulado
1 5,798 57,98 57,98
2 1827 18,27 76,25

3 1,059 10,59 86,84




Tabla 1-5. Correlaciones entre los primeros tres componentes principales y los
parametros morfométricos de hembras de P. araucensis

Autovectores
Componente Principal
Variable

Prinl  Prin2  Prin3
Longitud Estilete (um) 0,298 0,440 -0,159
Posicién Vulva (%) -0,288 0,431 0,178
Longitud Saco Postuterino (um) 0,315 0,176 0,407
Longitud Total (um) 0,330 0,370 0,245
Longitud Cola (um) 0,379 -0,046 0,235
Ancho Méaximo Cuerpo (um) 0,396 0,005 -0,182
Ancho Cuerpo Ano (um) 0,377 0,133 -0,188
Ancho Region Cefélica (um) 0,242 -0,345 0,447
indice a (um) -0,294 0,122 0,620
indice c(um) -0,182 0,547 -0,097

El andlisis de componentes principales (ACP) permiti6 determinar que los
caracteres diagnosticos mas discriminantes para delimitar entre las especies P.
araucensis, P. coffeae son: longitud saco postuterino (um), longitud total (um),
longitud cola (um), ancho maximo del cuerpo (um) y ancho del cuerpo a nivel del
ano (um) en el componente principal (CP)1; longitud del estilete (um), posicion de
la vulva (%) e indice c(um) en el CP2; ancho de la region cefalica (um) e indice a
(um) en el CP3.

1.3.2. Identificacién molecular

Treinta y tres secuencias de ADN fueron obtenidas en el presente estudio, dieciséis
correspondientes al segmento D2-D3 del ARN ribosomal y diecisiete para COI del
ADN mitocondrial (Tabla 1-4). Todas las secuencias del segmento D2-D3 mostraron
una afinidad entre 99,73% de similitud con secuencias de referencia de P.
araucensis (FJ463261.1, FJ463260.1 y FJ463258.1). La identidad taxon6mica de



las poblaciones analizadas no pudo ser resuelta basado en secuencias
correspondientes a COI, debido a que en el Centro Nacional para la Informacién de
Biotecnologia (NCBI por sus siglas en inglés) no hubo secuencias de referencia con
homologia igual o mayor al 99%. Por lo tanto, el presente estudio reporta las
primeras secuencias de COI para la especie P. araucensis.

Basado en el analisis de 16 secuencias parciales del segmento D2-D3 de 746 pb,
de tres regiones geogréaficas, Buenaventura, Caldas y Quindio, se observé una
variacion intraespecifica para Pratylenchus araucensis de 0,27% (2 pb) entre las
poblaciones del Valle del Cauca (Buenaventura) respecto a las poblaciones de
Caldas, Quindio y Arauca. Asi mismo, y basado en 16 secuencias parciales del gen
COl, de las mismas areas geograficas, con un tamafio de 393 pb, se determind una
mayor variabilidad intraespecifica, con valor de 2,04% (8 pb) entre las poblaciones

del Valle de Cauca (Buenaventura) y las de Caldas y Quindio (eje cafetero)

1.3.3. Analisis filogenético

El alineamiento basado en la regién LSU comprendi6 un total de 50 taxas con 837
caracteres analizados; de los cuales 406 fueron conservados, 412 variables y 294
fueron parsimoniosos-informativos. Para la regién COI comprendié 47 taxas, con un
total de 470 caracteres; en los cuales 201 fueron conservados, 262 variables y 234
fueron parsimoniosos-informativos. El andlisis filogenético para ambas regiones
permitid la agrupacion de las secuencias obtenidas en el presente estudio con la
especie P. araucensis con un soporte de bootstrap sobre la rama de 70% y aparte
de otras especies morfologicamente similares como P. coffeae, (Figura 1-4 y 1-5).
De acuerdo con la filogenia construida para el gen COl, se evidencia una separacion

de las poblaciones de P. araucensis por origen geogréfico.



Tabla 1-6. NUmero de accesiones como aparecen las secuencias de P.
araucensis en el GenBank la region D2-D3 -LSU y COI

Palestina, Caldas

Aislamiento Localidad Numero de Namero de
accesion LSU accesion COI

1 Zabaletas, Buenaventura MZ636668 MZ636684
2 Zabaletas, Buenaventura MZ636669 MZ636685
3 Zabaletas, Buenaventura MZ636670 MZ636686
4 Zabaletas, Buenaventura MZ636671 MZ636687
5 Zabaletas, Buenaventura MZ636672 MZ636688
6 La Delfina, Buenaventura MZ636673 MZ636689
7 La Delfina, Buenaventura MZ636674 MZ636690
8 Corozal, Quindio MZ636675 MZ636691
9 Corozal, Quindio MZ636676 MZ636692
10 Corozal, Quindio MZ636677 MZ636693
11 Corozal, Quindio MZ636678 MZ636694
12 Corozal, Quindio MZ636679 MZ636695
13 Granja Montelindo-

Palestina, Caldas MZ636680 MZ636696
14 Granja Montelindo-

Palestina, Caldas MZ636681 MZ636697
15 Granja Montelindo-

Palestina, Caldas MZ636682 MZ636698
16 Granja Montelindo-

Palestina, Caldas MZ636683 MZ636699
17 Granja Montelindo-

MZ636700




FJ463262 Pratylenchus araucensis

FJ4863261 Pratylenchus araucensis

FJ483257 Pratylenchus araucensis

FJ483260 Pratylenchus araucensis

MZB36674 Pratylenchus araucensis {Buenaventura Colombia)
MZ636671 Pratyfenchus araucensis (Buenaventura Colombia)
MZ636668 Pratylenchus araucensis {Buenaventura Colombia)
MZ636672 Pratylenchus araucensis {Buenaventura Colombia)
MZ636669 Pratylenchus araucensis (Buenaventura Colombia)
MZ636675 Pratylenchus araucensis {Quindio Colombia)
MZ636676 Pratylenchus araucensis {Quindio Colombia)

MZB636677 Pratylenchus araucensis {Quindio Colombia}

MZ636678 Pratylenchus araucensis (Quindio Colombia)
MZ636679 Pratylenchus araucensis (Quindio Colombia)
MZE36680 Pratylenchus araucensis (Caldas Colombia)
MZ636681 Pratylenchus araucensis (Caldas Colombia)

MZ636682 Pratylenchus araucensis (Caldas Colombia)
98

MZ636683 Pratyfenchus araucensis (Caldas Colombia)

MZB636670 Pratylenchus araucensis {Buenaventura Colombia)

MZ636673 Prafylenchus araucensis (Buenaventura Colombia)
KR029084 Pratylenchus hippeasitri

54 KP161808 Pratylenchus hippeastri

MH324472 Pratylenchus hippeastrf
KC798707 Pratylenchus hippeastri
KC796706 Pratylenchus hippeastri

KX842632 Pratylenchus scribheri
7

MK209593 Pratylenchus scribnerf
KT175533 Pratylenchus pseudocoffeae
KT175532 Pratylenchus pseudocoffeae
KT971360 Prafylenchus pseudocoffeae
o7 [ KF430797 Pratylenchus l00sf
el KF430796 Pratylenchus loosi
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Figura 1-4. Arbol filogenético obtenido mediante maxima verosimilitud de la region
parcial LSU de especies del género Pratylenchus. Los aislamientos
correspondientes a este trabajo se encuentran sefialados en negrilla. Los nimeros
sobre los nodos indican los valores de bootstrap > 70 %. Belonolaimus
longicaudatus (MG422913) fue utilizado como grupo externo del arbol.



MZ636689 Pratylenchus araucensis (Buenaventura Colombia)
MZ636690 Pratylenchus araucensis (Buenaventura Colombia)
MZ636688 Pratylenchus araucensis (Buenaventura Colombia)
MZ636687 Pratylenchus araucensis (Buenaventura Colombia)
MZ636686 Pratylenchus araucensis (Buenaventura Colombia)
MZ636684 Pratylenchus araucensis (Buenaventura Colombia)

MZ636685 Pratylenchus araucensis {Buenaventura Colombia)
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MZ636693 Pratylenct is (Quindio Colombia)
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MZ636695 Praty is (Quindio C: ia)

MZ636692 Prafylenchus araucensis (Quindio Colombia)
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Figural-5. Arbol filogenético obtenido mediante maxima verosimilitud de la region
parcial COl de especies del género Pratylenchus. Los aislamientos
correspondientes a este trabajo se encuentran sefialados en negrilla. Los nimeros
sobre los nodos indican los valores de bootstrap > 70 %. Mesocriconema xenoplax
(MG422913) fue utilizado como grupo externo del arbol.



1.4 Discusion

Las poblaciones obtenidas en este estudio asociadas a cultivos de Musa spp fueron
claramente identificadas como P. araucensis basado en la caracterizacion
morfolégica, morfométrica y molecular. Las caracteristicas morfoldgicas y los datos
morfométricos registrados para las poblaciones analizadas son similares a los

reportados para la poblacién tipo de P. araucensis (Munera, 2009).

La especie identificada en este estudio estuvo presente en las localidades
estudiadas en el eje cafetero y Valle del Cauca, estos resultados indicaron que P.
araucensis, reportada por primera vez en el departamento de Arauca, se encuentra
también presente en los departamentos de Quindio, Caldas y Valle del Cauca. Lo
anterior, puede estar relacionado con la movilizacion de cormos infestados con el
nematodo entre zonas productoras dada la forma de propagacién asexual de los
cultivos de platano y banano.

La presencia de P. araucensis en zonas productoras de platano con condiciones
climéticas contrastantes indica que esta especie de nematodo tiene un amplio rango
de adaptacion térmica (desde 18°C en el eje cafetero hasta 26°C en Buenaventura,
Valle del Cauca), pluviométrica (desde 2500 mm/afio en el eje cafetero hasta 9000
mm en Buenaventura), altitudinal (desde 7 msnm en Buenaventura, Valle del Cauca,
hasta 1573 msnm en Calarca, Quindio) (Orién et al, 1979; Glazer et al, 1983; Oridn
et al, 1984; Talavera et al, 1998; Munera, 2009; Bucki et al, 2020y Orién, 2000).

En este estudio se observo la existencia de correlaciones entre caracteres
diagndsticos en la especie P. araucensis. Para diferentes especies de Pratylenchus
han sido reportadas correlaciones entre distintos caracteres, como P. thornei
(Divsalar et al, 2018) y P. neglectus (Divsalar et al, 2019). A pesar de las similitudes
reportadas entre P. coffeae, P. araucensis, P. loosi y P. jaehni, a partir del analisis
de PCA, pudo separarse estas especies mediante datos morfométricos. Este mismo

analisis indicO que entre los caracteres diagndsticos con mayor resolucion para



discriminar o delimitar entre estas especies, se encuentran la longitud del saco post-
uterino, longitud total del cuerpo, longitud de la cola, ancho maximo del cuerpo y

ancho del cuerpo a nivel del ano, principalmente.

Las poblaciones analizadas en esta investigacion fueron identificadas mediante la
utilizacion de caracteres morfolégicos y morfométricos. El analisis de PCA separo
la especie identificada en este estudio de otras morfoldégica y morfometricamente
similares, evidenciando la importancia de los datos morfolégicos y morfométricos,
ademas de los analisis estadisticos multivariados para la identificacion de especies
del género Pratylenchus (Castillo y Vovlas, 2007; Munera, 2009; Singh et al, 2018;
Qing et al, 2019 y Riascos, 2019).

Basado en la filogenia construida mediante secuencias del segmento D2-D3 de
ARNr, con datos moleculares generados en el presente estudios y otros
descargados del GenBank, se confirmé que P. araucensis esté en un clado aparte
de P. coffeae, P. loosi y P. jaehni, confirmandose que D2-D3 es un marcador
molecular confiable para discriminar entre las especies analizadas. En el presente
estudio se secuenciaron dieciséis productos LSU parciales de 746 pb, de tres
poblaciones geogréficas: Buenaventura, Caldas y Quindio. Las variaciones
intraespecificas para P. araucensis fueron de 0,27% (2 pb) entre las poblaciones de
Buenaventura respecto a las poblaciones de Caldas, Quindio y Arauca (FJ463262,
FJ463261, FJ463260 y FJ463257) Esta baja diversidad intraespecifica observada,
puede estar relacionada con la baja tasa de sustitucién reportada para la subunidad
grande del ARNr, por lo cual esta region es recomendada principalmente para
analisis interespecificos Wang et al. (2015). Aungue el segmento de expansion D2-
D3 es altamente conservado para Pratylenchus, se ha podido evidenciar diversidad
intraespecifica con esta region del genoma para P. coffeae por Duncan et al. (1999)
y P. parazeae y P. zaea por Wang et al. (2015). Sin embargo, de acuerdo con los
resultados del presente estudio, el segmento de expansion D2-D3, es una buena

region para analisis interespecificos en el género Pratylenchus.



El arbol filogenético generado mediante datos moleculares de COI mostré que las
poblaciones de P. araucensis analizadas en la presente investigacion se agruparon
por origen geografico, indicando la existencia de diversidad intraespecifica en esta
especie de nematodo. A partir del analisis de 16 secuencias parciales del gen COl,
se encontré una variabilidad nucleotidica de 2,04% (8 pb) entre poblaciones de P.
araucensis del Valle del Cauca y del eje cafetero. Usando el gen COI distintos
trabajos de investigacion han establecido los niveles de diversidad intraespecifica
para varias especies de Pratylenchus. Por ejemplo, Kolombia et al. (2020)
registraron una baja variabilidad intraespecifica 0—8 pb (0—1.93%) entre poblaciones
de P. hexincisus de China, Italia y Estados Unidos y una alta variabilidad
intraespecifica de 54—-102 pb (19.1-24.5%) entre poblaciones de los mismos paises.
Mirghasemi et al (2019) reportaron una baja variabilidad intraespecifica de 0.0 -
0.96% (0—4 pb) entre poblaciones de P. loosi de Iran, China y Japon. Basado en
estas investigaciones, la variabilidad intraespecifica registrada para P. araucensis
en el presente estudio puede considerarse baja. Sin embargo, los cambios
nucledtidicos entre poblaciones de P. araucensis del Valle del Cauca y el eje
cafetero pueden estar relacionadas con las diferencias climéaticas contrastantes

entre regiones, especificamente la precipitacion pluvial. Castillo y Vovlas (2007).

Aunque esta especie fue reportada previamente por Munera et al. (2009) en Arauca,
departamento de Arauca, Colombia, el presente estudio reporta por primera vez con
fines de manejo integrado, a este nematodo en el centro y sur occidente de
Colombia, permitiendo ampliar el conocimiento del estatus fitosanitario del platano

y banano en las zonas estudiadas.



Capitulo 2: Identificacion morfoloégica, morfométrica y
molecular de Radopholus asociado a platano.

2.1. Introduccioén

El género Radopholus alberga alrededor de 51 especies, siendo Radopholus similis
la especie tipo més relevante (Munera, 2009; Mgonja et al, 2020; Volcy, 2011; Roy
et al. 2018 y Gaidashova et al., 2004). Este nematodo afecta alrededor del mundo
a mas de 250 especies vegetales entre las que se destacan plantas ornamentales
como Anthurium, Calathea y Dracaena, y otras de interés alimentario como pimienta
negra, café, cafla de azlcar, aguacate, platano, banano, entre otras (Haegeman et
al., 2010; Roy et al. 2018; Volcy, 2011). Ademas de R. similis se han reportado en
cultivos de Musa spp. del mundo las especies Radopholus musicola y Radopholus
arabocoffeae, en Australia y Vietnam, respectivamente (Stanton et al., 2001; Trinh
et al. 2004).

R. similis es un nematodo endoparasito migratorio, considerado como el mas
limitante de la produccion de cultivos de Musa spp. en el mundo (Munera, 2009.,
Volcy, 2011; Roy et al. 2018). El nematodo ataca el sistema de raices de las plantas,
migra rdpidamente al cértex donde se alimenta y desarrolla, induciendo lesiones
necroticas hundidas de color rojizo — marrén (Guzman y Castafio, 2004). Otros
sintomas en raices incluyen cavidades y tuneles, en los cuales el nematodo
completa su ciclo biolégico (Guzméan y Castafio, 2004). En estados avanzados de
la enfermedad, las heridas ocasionadas por el nematodo favorecen infecciones
secundarias en las raices por bacterias y hongos que dafian aun mas el sistema
radical (Zunke, 1991; Babu et al., 2014). En consecuencia, el sistema de raices de
la planta se reduce significativamente, afectandose la capacidad para absorber
agua y nutrientes, pero también el anclaje de la misma siendo uno de los principales

sintomas el volcamiento. En la parte aérea, las plantas afectadas por el nematodo



presentan un pobre desarrollo (Agrios, 2005; Munera, 2009; Volcy, 2011; Roy et al.
2018; Riascos, 2019 y Mgonja et al, 2020).

R. similis, generalmente se reproduce sexualmente, sin embargo, algunas
poblaciones presentan reproduccion por partenogénesis, en cuanto a su ciclo de
vida, cada hembra pone en promedio de cuatro a cinco huevos por dia (dos por dia
en especies de citricos) durante varias semanas (Duncan y Moens, 2006; Brooks,
2008). A temperaturas optimas (24-32°C), la eclosion de los huevos se produce
después de cuatro o seis dias en algunos hospederos y hasta siete dias en otros
(Duncan y Moens, 2006). Después de eclosionar, el juvenil emergente en el
segundo estadio (J2) penetra las raices en cualquier zona, sin embargo, el ingreso
suele ocurrir con mayor frecuencia en puntos cercanos a la caliptra (Duncan y
Moens, 2006). Una vez dentro de las raices, los nematodos se mueven
intercelularmente en el parénquima cortical, sufren tres mudas adicionales hasta
alcanzar la etapa adulta, se alimentan del citoplasma de las células cercanas,

provocando lesiones, cavidades y descomposicion de las raices (CABI, 2014).

La reproduccion de R. similis es dependiente de la temperatura (Elbadri et al., 2001)
ya que el nematodo es sensible a bajas temperaturas, pero se desarrolla bien a
temperaturas mas altas y en condiciones de suelo hiumedo. En el rango de
temperatura de 24-32 °C, el ciclo de vida dura 18-25 dias (Tarjan y O‘Bannon,
1984; Gowen y Quénéhervé, 1990). Generalmente, este nematodo no se reproduce
a temperaturas por debajo de 16-17 °C (Pinochet et al., 1995; Sarah et al., 1996) o
por encima de 33 °C (Sarah et al., 1996). Sin embargo, las poblaciones expuestas
a temperaturas mas bajas durante un periodo prolongado podrian adaptarse a las

condiciones mas frias y reproducirse a 15 °C (Elbadri et al., 2001).

Un buen racimo de un cultivar comercial de banano (Musa AAA) consiste de ocho
manos de quince dedos, cada uno con un peso promedio de 150 g y un peso de
racimo de 20 Kg (Roux et al., 2008). Sin embargo, en presencia de R. similis en

niveles poblacionales de 3000 individuos/100 g de raices, el area foliar de la planta



disminuye y en consecuencia el peso del racimo se reduce potencialmente en un
47% (Tripathi et al., 2015).

En Colombia, R. similis fue reportado afectando cultivos de platano y banano desde
inicios de los afios 80, con distribucidn restringida a la region del Uraba (Barriga y
Cubillos, 1980). Sin embargo, en los afos siguientes el nematodo empezé a ser
reportado en otras zonas productoras del pais, incluyéndose los departamentos de
Santander, Risaralda, Quindio, Caldas y Valle del Cauca, posiblemente por el
transporte de semilla infestada con el nematodo entre zonas de produccion
(Villegas, 1989; Guzman y Castafo, 2004; Torrado y Castafio, 2009).

En la actualidad y de acuerdo con la investigacion realizada por Munera (2009), solo
existe soporte morfométrico y molecular para poblaciones del nematodo de Uraba
y los Llanos Orientales de Colombia. Debido al dafio potencial y para efectos de
confirmar la presencia de esta especie de nematodo en el eje cafetero, la presente
investigacién tuvo como objetivos: (i) caracterizar morfolégica, morfométrica y
molecularmente poblaciones de Radopholus del Eje Cafetero, (ii) Analizar las
relaciones filogenéticas dentro del género Radopholus mediante datos moleculares

correspondientes a la region ITS del ARNr.



2. 2 Materiales y métodos

2.1.1. Localizacion

El presente estudio se llevd a cabo en sistemas de produccién de platano y banano
de los departamentos del Quindio (Calarcd) y Caldas (Palestina). (Figura 2-1). El
procesamiento de muestras se realizd en los laboratorios en los laboratorios de
Microbiologia y Sanidad Vegetal y de Biologia molecular de la Universidad Nacional

de Colombia, sede Palmira.

2.2.2. Muestreo y extraccion de nematodos

En los municipios arriba mencionados se seleccionaron tres fincas con cultivos de
platano con edades entre 3 — 5 afios. Posteriormente, fueron colectadas tres
muestras compuestas de suelo rizosférico y raices por cada finca, de 15-20
plantas/ha (Tabla2-1). A partir de las muestras colectadas, fueron extraidos de
raices y suelo nematodos del género Radopholus, usando los métodos de

maceracion y Cobb modificado, respectivamente (Ravichandra, 2014).

Tabla 2-1. Ubicacién geogréfica, altitudinal y especies vegetales muestreadas en
los municipios de los departamentos de Caldas y Quindio.

Departamento Municipio Latitud Longitud msn | Especies y variedad
m de Musa

Caldas Palestina | 4°58'01.56" N | 75°35'36.75°0 | 1050 | (Musa AAB Simmonds)
Dominico Hartén

Caldas Palestina | 4°58°01.56" N | 75°35'36.75°0 | 1573 | (Musa AAB Simmonds)
Dominico Hartén

Quindio Calarca 4°31'05.45"N | 75°38'41.27"0 | 1573 | (Musa AAB Simmonds)
Dominico Hartén




Departamentos: Quindio y Caldas.

Figura 2-1. Ubicacion geogréfica de los municipios muestreados en los

departamentos de Quindio y Caldas.

2.2.3. Andlisis morfoloégico y morfométrico

Los nematodos fitoparasitos extraidos e identificados como Radopholus fueron
sometidos a 60°C por cuatro minutos y posteriormente fijados en formalina al 2%
(Riascos et al, 2019). Después, para cada poblacién se realizaron preparaciones
semipermanentes de al menos 12 hembras y 4 machos y datos morfométricos
fueron registrados de acuerdo con Munera(2009) y Roy et al. (2018): L = longitud
total del cuerpo, a = longitud total del cuerpo dividida por el diAmetro maximo del
cuerpo, ¢ = longitud total del cuerpo dividida por la longitud de la cola, ¢” = longitud

total del cuerpo dividida por el diametro del cuerpo a nivel del ano, V% = posicion



de la vulva, DEGO = orificio de la glandula dorsal esofégica, longitud del estilete,
longitud de la cola, parte hialina de la cola, forma de la cola y poro excretor, se
tomaron microfotografias usando un microscopio compuesto equipado con
Contraste Diferencial de Interferencia (DIC) marca Nikon modelo 80i y sistema de

captura de imagenes Nis elements

2.2.4. Andlisis estadistico

Un Analisis de Componentes Principales (PCA) fue realizado con los datos
morfométricos registrados para las poblaciones analizadas en este estudio y otros
datos morfométricos tomados de literatura de diferentes especies del género
Radopholus (Elbadri, 2000; Nguyen et al, 2003; Trinh et al, 2004 y Munera, 2009),

usando la version 9.4 del paquete estadistico SAS.

2.2.5. Andlisis molecular

Para la extraccion de DNA de los fitonematodos se utilizé el protocolo sugerido por
Munera, 2009 con modificaciones realizadas por Riascos et al. (2019): “para lo cual
un solo espécimen fue cortado y transferidé a 25 ul de buffer de lisis (50 Mm KClI,
10 Mm Tris pH 8.3; 2.5 Mm MgCI2; 0.45% NP 40; 0.45% Tween - 20; 60 pug ml-1
proteinasa K). El tubo fue incubado posteriormente a -80°C (15 minutos), 65°C (1
hora) y a 95°C (15 minutos). Transcurridos estos tiempos, el tubo se centrifugo (1
minuto a 16000 g). La region ITS fue amplificado usando primers TW81 (Forward
5- GTTTCCGTAGGTGAACCTGC -3") y AB28 (reverse, 5-
ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3"). Las condiciones de PCR fueron 45 segundos
a 95°C, 45 segundos a 55°C y 1 minuto a 72°C por 40 ciclos y 45 segundos a 94°C,
45 segundos a 54°C y 1 minuto a 72°C por ciclos para la amplificacién de la region
ITS. Los productos de PCR fueron secuenciados en ambas direcciones por
BIONEER Korea. (Riascos et al, 2019).



2.2.6. Andlisis filogenético

La herramienta basica de busqueda de alineacion local (BLAST) del centro nacional
para la informacién de biotecnologia (NCBI por sus siglas en ingles), fue usada para
confirmar la identidad de la especie para la secuencia de DNA obtenida en este
estudio (Riascos et al, 2019). Las secuencias se editaron usando el software
geneious R6 (Biomatters; www.geneious.com) con mdultiples alineamientos
desarrollados en MAFFT v7 (Riascos et al, 2019). Usando las secuencias
generadas en este estudio para la region ITS las secuencias de Radopholus
obtenidas en el GenBank, posteriormente se construyeron los arboles filogenéticos

usando como grupo externo a Helicotylenchus asiaticus (MN764345).

2.3 Resultados

2. 3.1 Identificacion morfolégica y morfométrica de nematodos

Tres poblaciones de nematodos, dos de Palestina (Caldas) y una de Calarca
(Quindio), fueron identificadas a nivel morfolégico y morfométrico como Radopholus
similis. Morfolégicamente, las poblaciones analizadas e identificadas como R.
similis presentaron habitus post—-mortem recto, espermateca ovalada, forma de la
cola espatulada, region labial aplanada (Figura2-2). Los datos morfométricos
registrados para estas poblaciones, concuerdan con los reportados para las

poblaciones tipo y de referencia de R. similis MUnera, (2009) (Tablas 2-2 y 2-3).



Figura 2-2. Caracteristicas morfoldgicas de Radopholus similis.

A. Habitus post-mortem de un macho(10x), B. Habitus post-mortem de una
hembra(10x), C. regién anterior del cuerpo de un macho(100x), D y E. regién
anterior del cuerpo de una hembra(100x), F, Gy L. region media del cuerpo de una
hembra (100x), H, | y J. Regién posterior(100x), K. region posterior del cuerpo de
un macho(100x). v = vulva, an = Ano, spc = espicula, bm= bulbo medio, sptc=
espermateca.



Tabla 2-2 Datos morfométricos de poblaciones estudiados en esta investigacion y poblaciones de referencias de Radopholus

(machos)
Radopholus Radopholus Radopholus Radopholus | Radopholus | Radopholus Radopholus
Radopholus sp | Radopholus sp | Radopholus sp |sp similis similis similis similis musicola arabocoffeae
Musa AAB Musa AAB Musa AAB
(subgrupo (subgrupo (subgrupo
platano) platano) platano) Banana Anubia Citrus Platano Platano Platano Platano
Palma sola - Montelindo- Vellayani - . - Uraba- Llanos-
Palestina Caldas Donde Alfredo Kerali'; Florida - EE. UU | Florida - EE. UU Colombia Colombia Australia Vietnam
n =7 Machos n= 8 Machos n =4 Machos n =11 Machos | n =20 Machos n =20 Machos | n =9 Machos | n=8 Machos _ n =20
Caracteres n = 18 Hembras Machos
L 628,9+39,9 650,4+18,1 684,7+51,9 546,4+65,5 643,8+37,7 608,9+32,7 597441 (541- | 609+29 (574- | 614,2+27,6 571+27,3
(591,6-692,1) (626,3-681,0) (629,0-751,1) (440-685) (590,5-705,5) (562,5-666) 656) 654) (571,6-668,2) (525-619)
32,4+2,6 (28,6- 33,4+3,3 (27,6- 27,2+1,2 (26,2- 33,9+3,1 (30,3- |33,9+2,4 (29,5- 35,5+2,1 (32,0- 33+£3,5 (28- 30+£3,9 (27- 35,5+2,2 (29,8- 33+£2,6 (25,8-
a 35,3) 38,8) 28,9) 37,5) 38,1) 38,0) 37) 37) 39,2) 38,3)
4,7£0,7 (4,1- 7,705 (7,2- |8,2+0,96,9- |9,6+1,0(8,3- 8,0+0,4 (7,4-
b 5,5+0,6 (5,1-7,1) |5,1+0,4 (5,1-6,8) |6,1+0,7 (5,5-7,2) |5,6) 7,4+0,4 (6,7-8,0) | 7,1+0,4 (6,5-7,8) | 8,4) 9,3) 12,3) 8,9)
5,2+0,5 (4,8- | 4,9+0,0 (4,9- 6,0+0,4 (5-
b’ 5,1+0,4 (4,4-5,7) |5,1+0,1 (4,2-5,7) |5,5+0,7 (4,9,-6,5) - 5,0+0,3 (4,5-5,5) | 4,6+0,3 (4,1-5,0) |5,8) 4,9) 6,4+0,8 (4,7-7,8) | 6,6)
9,6+0,7 (8,9- 8,8+0,8 (6,8- 7,9+0,5 (6,9- |8,2+0,5 (7,8- 7,4+0,4 (6,5-
c 9,3+0,7(8,2-10,1) | 10,9) 9,8+0,3 (9,6-10,2 |9,8) 7,9+0,4 (7,1-8,6) |8,9+0,4(8,3-9,4) |8,6) 9,2) 7,5+0,4 (7,0-8,8) |8,0)
5,4+0,9 (3,6- 6,0+0,6 (5,2- |5,9+0,6 (5,2- |7,5%1,2 (5,6- 5,6+0,6 (4,2-
c’ 5,4+0,6 (4,3-6,3) |5,0+0,5 (4,2-5,7) |5,5+0,2 (5,3-5,8) | 7,0) 6,0+0,6 (5,0-6,9) |5,1+0,3(4,6-5,5) [7,2) 6,9) 10,5) 7,0)
47,3+2,3(45,7- 56,3+4,7(52,8-
m% 48,9) 64,2) - - - - - - - -
13,8+0,1(13,7- 11,6+1,0(10,8- 12,4+1,0(11,2- 12,7+0,7(11,5- 13,3+0,3 (13,0- 12,8+1,9 (9,0- | 13,9+0,8 10,4+2,1 (8,8- 10,0+1,1 (8,2-
estilete 13,8) 13,1) 13,2) 10,2+2,2(8-13) | 13,5) 13,5) 15,3) (13,5-15,3) 12,0) 11,6)
Longitud 68+4,1(60,6- 68,1+3,8(61,9- 69,6+3,7(64,8- 81,146,7(73,5- 68,5+3,6(62,5- 75+5,3(64- 82,1+4,6(73,6- 77,0+4,6(70,0-
cola 73,8) 71,1) 73,8) 62,7+6,1(56-77) | 94,0) 73,5) 76+6,4(67-85) | 819 92,8) 84,0)
Long cola/ 6,2+0,8(5,2- | 5,4+0,5(4,7- 7,8+1,0(6,5-
estilete 5,0+0,1(5,0-5,1) |5,9+0,7(4,7-6,6) |5,6+0,6(4,9-6,2) - - - 7,7) 6,0) - 9,5)
2,8+0,5(1,7-
DGO 2,4+0,0(2,4-2,4) | 2,5+0,2(2,4-2,7) |2,5+0,5(3,0-3,4) |2,1+0,5(1,5-3,0) - - - - - 3,4)
Ancho
méximo del 19,6+2,9(17,4- 19,6+2,2(17,1- 25,2+0,9(23,9- 20,9+4,6(15,4- | 19,0+0,9(17,5- 17,2+0,9(16,0- 18,5+1,7(15,3 | 20,3+2,2(16,6 | 17,4+2,3(15,5-
cuerpo 23,9) 23,6) 26,0) 25,0) 20,5) 18,5) -20,9) -23,3) 21,6) 17+1,6(15-22)
Ancho 12,9+1,8(10,8- 13,7+1,2(12,5- 12,6+0,8(11,9- 13,5+0,5(13,0- 13,4+0,6(13,0- 12,7+1,1(11,0 | 12,6+0,9(11,7 | 11,2+2,2(8,8-
cuerpo ano | 16,2) 15,3) 13,7) 11,9+1,8(10-16) | 14,5) 14,5) -14,7) -14,1) 14,4) 14+1,3(11-17)
Ancho region 7,5+1,0(6,1- 7,6+1,0(6,7- 7,1+0,5(6,0-
labial 8,0+0,5(7,5-8,8) | 8,0+0,4(7,5-8,8) |9,1+1,2(7,5-10,3) - - - 8,6) 9,2) 7,5+0,8(5,6-8,8) | 7,7)
alturaregion 5,4+0,7(4,3- | 5,8+0,9(4,3- 5,440,4(4,3-
labial 5,3+0,6(4,3-6,3) | 4,9+0,4(4,4-5,5) |4,7+0,6(3,9-5,2) |5,4+0,5(5,0-6,0) 6,1) 7,4) 5,6+0,6(4,4-6,8) |6,0)

poro excretor

81,0+5,5(75,3-
87.,6)

80,8+3,4(76,9-
86,4)

87,3+2,4(84,9-
89,6)

86,2+8,4(78-98)

100,5+5,2(88,0-
105,0)

94,5+3,0(90,0-
98,0)

84+6,7(69-90)

84+4,9(79-93)

65,1+7,4(50,4-
78,4)

81:+4,4(72-88)

cabeza - 117,2%9,2(102,9- | 125,9%3,3(120,8- | 123,246,5(116,7- | 123,8+6,9(114- | 127,5¢5,2(120,5- | 130,8+7,1(121- | 113%8,3(106- | 126+0,0(126-
bulbo basal | 127,8) 130,4) 129,7) 132) 137,5) 144) 125) 126) - -
Parte hialina 9,8+1,5(8,0- |7,5%1,6(4,9- 2,8+0,4(2,6-
de lacola 8,5+2,4(5,6-12,6) | 9,8+2,8(7,0-14,9) | 9,3+1,3(7,8-10,4) - 6,2+2,4(3,0-10,5) | 5,0+1,2(3,5-7,5) | 11,7) 9,2) 7,5+1,6(4,8-9.6) |3,4)
Longitud de | 18,9+0,9(17,7- | 17,7+1,6(14,8- | 17,7%0,4(17,2- 18,9%0,8(17,0- | 18,7#0,5(18,0- | 18,8+0,5(18,3 | 18,3+1,0(17,2 | 18,9+2,1(15,2- | 19,4%0,7(18-
la espicula | 20,2) 20,1) 18,0) 19,2+1,5(16-21) | 19,5) 19,5) -19,5) -20,0) 21,6) 21)
Longitud del 9,4+0,4(8,6- |8,5+0,6(7,4- |10,1%0,7(8,0- 9,8+1,0(7,7-
gobernaculo | 9,7+1,5(7,5-12,2) | 8,1+0,5(7,6-9,0) | 9,4+0,3(9,0-9,8) | 9,0+1,6(7-11) | 9,9+0,7(8,0-10,5) | 9,4+0,4(9,0-10,5) | 9,7) 9,29) 11,2) 11,2)

Mediciones en pym; promedio * s.d. (rango).




Tabla 2-3 Datos morfométricos de poblaciones estudiados en esta investigacion y poblaciones de referencias de Radopholus

(hembras)
Radopholus Radopholus Radopholus Radopholus | Radopholus | Radopholus Radopholus
Radopholus sp | Radopholus sp | Radopholus sp similis similis similis similis similis musicola arabocoffeae
Musa AAB Musa AAB Musa AAB
(subgrupo (subgrupo (subgrupo
platano) platano) platano) Banana Anubia Citrus Platano Platano Platano Platano
Palma sola - Montelindo- Vellayani - : - Arauca- Llanos-
Palestina Caldas Donde Alfredo Kerali'; Florida - EE. UU | Florida - EE. UU Colombia Colombia Australia Vietnam
Caracteres | "= 14 Hembras | n =13 Hembras | n=12 Hembras rlj|e_mzt())ras n =20 Hembras |n =20 Hembras ae_ngras a;nzw%ras N = 18 Hembras rljle_mzt())ras
L 647,0+33,0(579, | 668,6+38,2(626, | 719,3+105,9(645, |550,4+44,8(50 |748,1+47(647,5- | 696,4+60,2(588, |594+53(504- |599+44(511- | 695,9+52,3(603, |615,4+23,3(590
2-690,0) 6-742,1) 7-939,6) 0-660) 837) 5-794,5) 722) 654) 8-780,9) -682)
23,4+1,6(20,0- 26,1+1,5(23,8- 26,8+2,4(21,6- 31,7+2,4(27,3- | 29,6%1,8(25,7- 31,0+£2,7(23,4- 31+3,8(20- 30+4,4(23- 28,9+2,6(24,0- 29,9+2,4(23,6-
a 25,5) 30,0) 31,3) 35,0) 33,0) 36,8) 36) 37) 33,3) 33,6)
5,2+1,0(4,2- 8,2+0,5(7,4- |8,4+0,7(7,1- 8,0+0,3(7,5-
b 5,7+0,8(5,3-6,9) | 6,6+0,5(5,9-7,1) |6,9+0,4(6,0-7,3) 6,6) 7,4+0,5(6,3-8,4) | 7,2+0,4(6,6-7,9) |9,2) 9,8) 8,0+0,7(6,9-9,0) |8,8)
4,6+0,5(3,7- | 4,4+0,4(3,1- 4,4+0,2(4,2-
b” 4,8+0,3(4,0-5,3) |5,0+0,2(4,3-5,8) |4,9+0,3(4,2-6,0) - 4,6+0,4(3,9-5,4) |4,2+0,3(3,5-4,8) |5,4) 5,3) 4,8+0,3(4,1-5,6) |4,8)
11,0+0,8(9,4- 9,4+0,6(7,8- 9,1+0,6(8,1- | 8,8+0,7(7,0- 8,5+0,3(8,0-
c 9,8+0,6(9,1-10,9) | 12,7) 9,3+1,3(8,3-12,1) |10,2) 8,8+0,3(8,2-9,3) | 9,8+0,4(9,2-10,7) | 10,3) 10,3) 9,8+1,2(7,8-12,1) | 9,0)
3,2+0,3(2,8- 4,5+0,4(3,8- |4,5+0,8(3,3- 4,5+0,5(3,0-
c’ 3,56+0,3(3,0-4,2) | 3,5+0,3(3,1-3,9) |4,0+0,5(2,8-4,5) 3,8) 4,9+0,3(4,2-5,4) |4,3+0,4(3,5-4,8) |5,3) 5,8) 4,5+0,5(3,8-5,8) [5,2)
50,5+2,5(46,5- |52,2+1,5(49,7- | 53,3+1,5(51,4- 54,3+3,0(50,0-
m% 56,0) 54,9) 55,7) 60,0) - - - - - -
54,0+1,0(52,3- 55,0+1,5(51,8- 54,5+2,5(51,9- 55,7+1,7(52,0- 57,5+0,1(55,0- 57+1,6(51- 58+1,3(55- 54,9+1,5(52,6- 55,3+1,5(50,9-
V% 56,2) 57,0) 59,1) 58+1,3(56-59) | 57,0) 59,0) 59) 62) 57,0) 58,3)
16,3+0,7(15,4- 16,9+0,6(16,0- 18,2+0,5(17,2- 15,8+1,5(14- 18,3+0,5(17,5- 18,3+0,4(17,5- 18,5+1,1(15, |19,0+0,7(17, |17,8+1,1(15,2- 15,9+0,8(14,6-
estilete 17,3) 18,1) 19,2) 18) 19,5) 19,0 9-21,5) 2-20,2) 20,8) 17,2)
65,6+4,4(55,9- | 60,7+3,4(55,6- | 77,3+2,1(72,2- 58,7+7,3(46- | 84,7+52(76,5- |71,1#53(61,5- |66+6,0(55- |69+6,2(54- |72,4+11,3(56,8- | 72,0+3,0(67,0-
Longitud cola | 72,7) 66,5) 80,1) 71) 96,0) 81,0) 77) 84) 91,2) 79,0)
Long cola/ 3,5+0,4(2,8- | 3,6%0,4(3,0- 4,6+0,3(4,1-
estilete 4,0£0,3(3,3-4,4) |3,6+0,3(3,2-4,1) |4,3+0,1(3,9-4,5) - - - 4,2) 4,6) - 4,9)
348,8+19,4(312, |367,5+23,0(340, |393,4+71,4(335,0- 417,5+27,7(369- | 400,2+35(341-
cabeza - Vulva | 4-377,2) 5-410,1) 535,2) - 472) 465,5) - - - -
4,4+0,6(3,5- 2,6+0,7 (3,1- | 2,3+0,9(2,5- 3,1+0,6(2,6-
DGO 3,2+0,4(2,7-3,9) | 3,3+0,2(3,1-3,7) | 3,2+0,1(3,0-3,4) 5,0) 4,3+0,3(4,0-5,0) |4,8+0,4(4,5-5,5) |3,3) 3,7) 3,0+1,0(2,0-4,8) [4,3)
Ancho
maximo del 27,7+2,8(24,8- 25,6+1,9(24,1- 27,246,4(23,7- 27,6+1,6(25,0- | 25,3+1,7(22,5- 22,6+2,1(18,5- 19,7+3,5(15, |20,3+3,3(15, |24,2+2,7(18,4-
cuerpo 33,6) 31,2) 43,1) 29,4) 28,0) 27,4) 3-33,7) 3-24,5) 28,8) 21+1,9(18-25)
Ancho cuerpo |18,5+1,9(14,9- |17,4+15(14,7- |19,8+3,4(17,3- 18,4+3,0(14- | 17,4+0,9(15,5- |16,5+1,6(14,0- |14,7+2,0(11, |15,7+3,0(10, |15,5+2,4(12,0-
ano 21,9) 19,5) 27,9) 23) 19,0) 19,5) 7-18,4) 4-20,9) 20,8) 16+2,1(14-23)
Ancho region 9,2+0,7(8,0- |9,1+0,9(7,4- 9,1+0,5(7,7-
labial 9,4+0,6(8,6-10,8) | 9,2+0,4(8,7-9,9) | 10,0+0,5(8,9-10,7) - - - 11,0) 11,0) - 10,3)
Altura region 3,3+0,4(3,0- 3,7+0,6(3,1- | 4,0+0,4(3,1- 3,2+0,4(2,6-
labial 3,8+0,5(3,0-5,3) | 3,7+0,3(3,1-4,2) | 4,1+0,2(3,9-4,5) 4,0) - - 4,9) 4,9) - 3,4)
83,8+5,0(76,3- 81,7+6,3(73,2- 88,8+1,6(86,2- 74,3+7,2(63- 102,4+7,6(87,0- | 99,2+8,5(85,0- 84,0+6,2(73, | 85+4,0(76- 88,0+9,1(74,4-
poro excretor | 91,9) 96,5) 91,2) 84) 112,5) 116,5) 0-99,0) 94) 108,0) 84+4,7(74-90)
cabeza - bulbo | 126,2+5,2(114,5- | 127,845,7(117,4- | 131,6+1,3(129,4- | 1255+14,4(10 |163,7+11,2(137, | 166,1+12,0(142, |130+11,6(11 | 138+15,5(11
basal 132,1) 139,9) 133,7) 4-148) 5-180,5) 0-182,5) 2-155) 5-186) - -
Parte hialina 11,6+1,8(8,6- 11,1+2,0(6,8- 9,8+1,4(6,1- | 10,0+2,0(6,1- 8,4+1,1(6,9-
de lacola 14,1) 15,4) 10,7+1,1(9,6-13,5) - 8,0+2,3(5,5-16,0) | 9,8+1,3(7,5-12,0) | 12,3) 13,5) 7,8+1,8(5,6-13,6) | 11,2)

Mediciones en ym; promedio + s.d. (rango).




Tabla 2-4. Matriz de correlaciones de caracteres morfométricos — Radopholus similis.

Longitud Poro

. . . Ancho Excretor
Variables E;ﬁg?éttjdm) Longl(tun(qj)Total LOﬂg(Itl::]i) Cola Maximo An;?]% ((Zun(?;po desde indicea (um)  Indiceb (um) Indicec (um) Indice c' (um)
H H H Cuerpo (um) H Extremo
Anterior (um)
Longitud
Estilete (um) 1,000
i 0,352
Longitud Total 1,000
(Hm) 0,007
Longitud Cola -0,039 0,246 1.000
(um) 0,772 0,065 '
Anc_ho 0,517 0,449 -0,359
Maximo 1,000
Cuerpo (um) 0,000 0,001 0,006
Ancho Cuerpo 0,759 0,389 -0,084 0,694 1000
Ano (um) 0,000 0,003 0,535 0,000 '
Longitud Poro 0,271 0,293 0,441 -0,024 0,137
Excretor
desde 1,000
Extremo 0,041 0,027 0,001 0,857 0,310
Anterior (um)
o -0,511 -0,214 0,431 -0,876 -0,627 0,119
Indice a (um) 1,000
0,000 0,110 0,001 0,000 0,000 0,379
o -0,096 -0,070 0,258 -0,389 -0,321 0,044 0,303
Indice b (um) 1,000
0,476 0,608 0,053 0,003 0,015 0,748 0,022
o 0,269 0,324 -0,810 0,590 0,283 -0,283 -0,515 -0,258
Indice ¢ (um) 1,000
0,043 0,014 0,000 0,000 0,033 0,033 0,000 0,052
o -0,672 -0,188 0,592 -0,727 -0,834 0,075 0,716 0,428 -0,658
Indice c' (um) 1,000

0,000 0,162 0,000 0,000 0,000 0,578 0,000 0,001 0,000




El analisis de correlacion mostré que existe una relacion significativa y directamente
proporcion entre longitud total y longitud del estilete; asimismo entre la longitud de
la cola, ancho maximo del cuerpo, ancho del cuerpo a nivel del ano y la distancia de

la cabeza al poro excretor.

En el PCA mostré que las poblaciones analizadas en este estudio, procedentes de
los departamentos de Caldas y Quindio, agruparon en un mismo clister con
poblaciones de referencia de R. similis de Arauca y los Llanos orientales de
Colombia y de la Florida - EE. UU, y aparte de las especies Radopholus musicola y

Radopholus arabocoffeae.
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Figura 2-3. Biplot (separacion) basado en datos morfométricos de poblaciones de
R. similis.

Poblaciones de R. similis del eje cafetero fueron asignadas a su especie
correspondiente basado en datos morfométricos. Se muestran los dos primeros ejes
del Analisis de Componentes Principales (PCA). Rs= Radopholus similis, P=
Palestina, Ara= Arauca, Cal= Caldas, M= Montelindo, Da= Donde Alfredo y Q=
Quindio.

La Tabla 2-5, muestra que los primeros dos componentes principales presentan
valores propios iguales o mayores a uno y explican el 83,88% de la variacion, siendo

el componente uno el cual explica el 62,76% y el componente dos el 21,12%.De



acuerdo con la Tabla 2.6, los caracteres diagnésticos méas discriminantes que
permiten separar las tres especies analizadas son: Ancho Maximo Cuerpo, indice
a, Indice ¢ (um), indice c' en el primer componente principal (CP1); Longitud del

estilete, Longitud de la cola y Ancho cuerpo a nivel del ano.

Tabla 2-5. Valores propios y varianza total para cada componente principal de
parametros morfomeétricos de R. similis

Autovalores de la Matriz de Correlaciéon

Autovalor Proporcién Acumulado
1 4,393 62,76 62,76
2 1478 21,12 83,88

Tabla 2-6. Correlaciones entre los primeros dos componentes principales y los
parametros morfométricos de R. similis.

Autovectores
Componente
Variable Principal

Prinl Prin2
Longitud Estilete (um) 0,332 0,433
Longitud Cola (um) -0,272 0,636
Ancho Maximo Cuerpo (um) 0,421 0,056
Ancho Cuerpo Ano (um) 0,383 0,416
indice a (um) -0,412 -0,026
indice ¢ (um) 0,346 -0,482
indice ¢' (um) -0,451 -0,006

2.3.2 Identificacion molecular

Un total de 16 secuencias parciales correspondientes a la region ITS fueron
obtenidas en este estudio, 13 de Caldas y cuatro de Quindio. Todas las secuencias
mostraron una similaridad del 99,73% con secuencias de referencia de R. similis
(GQ281453, GQ281454 y GQ281455 de Colombia). Las secuencias obtenidas en



el presente estudio fueron depositadas en el GenBank con los niUmeros de accesion.
Ver tabla 2-7.

2.3.3 Andlisis filogenético

El andlisis filogenético basado en el segmento ITS, a partir de secuencias obtenidas
en el presente estudio y otras descargadas del NCBI, muestra que las secuencias
obtenidas agruparon en un mismo clado con secuencias de referencia de R. similis,
con un soporte bootstrap de 70% y aparte de otras especies del género Radopholus
(Figura 2-4.).

Tabla 2-7. Numero de accesiones como aparecen las secuencias de R. similis en
el GenBank la region ITS.

NUmero de accesion Localidad
MZ636650 Granja Montelindo (Palestina, Caldas)
MZ636651 Granja Montelindo (Palestina, Caldas)
MZ636652 Granja Montelindo (Palestina, Caldas)
MZ636653 Granja Montelindo (Palestina, Caldas)
MZ636654 Palma Sola (Palestina, Caldas)
MZ636655 Palma Sola (Palestina, Caldas)
MZ636656 Palma Sola (Palestina, Caldas)
MZ636657 Palma Sola (Palestina, Caldas)
MZ636658 Palma Sola (Palestina, Caldas)
MZ636659 Palma Sola (Palestina, Caldas)
MZ636660 Palma Sola (Palestina, Caldas)
MZ636661 Palma Sola (Palestina, Caldas)
MZ636662 Palma Sola (Palestina, Caldas)
MZ636663 Don Alfredo (Calarcd, Quindio)
MZ636664 Don Alfredo (Calarcd, Quindio)
MZ636665 Don Alfredo (Calarcd, Quindio)
MZ636666 Don Alfredo (Calarca, Quindio)




GQ281454 Radopholus similis (Llanos Colombia)

GQ281453 Radopholus similis (Llanos Colombia)

(GQ281455 Radopholus similis (Uraba Colombia)

MZ636666 Radopholus similis (Quindio Colombia)
MZ636665 Radopholus similis (Quindio Colombia)
MZ636664 Radopholus similis (Quindio Colombia)
MZ636663 Radopholus similis (Quindio Colombia)
MZ636662 Radopholus similis (Caldas Colombia)
MZ636661 Radopholus similis {(Caldas Colombia)
MZ636660 Radopholus similis {Caldas Colombia}
12 MZ636659 Radopholus similis (Caldas Colombia)
MZ636658 Radopholus similis {Caldas Colombia}
MZ636656 Radopholus similis (Caldas Colombia)
MZ636655 Radopholus similis (Caldas Colombia)
MZ636654 Radopholus similis {Caldas Colombia}
MZ636653 Radopholus similis (Caldas Colombia)
i MZ636652 Radopholus similis {Caldas Colombia}
MZ636650 Radopholus similis (Caldas Colombia)
MZ636651 Radopholus similis (Caldas Colombia)
- MZ636657 Radopholus similis (Caldas Colombia)
L GQ281456 Radopholus similis (Uraba Colombia)
- GQ281452 Radophoius similis (Llanos Colombia)

/L

/7 L AF375392 Radopholus similis (Sudan)

L AF375390 Radopholus similis (Sudan)

AY547297 Radopholus arabocoffeae

HQ823566 Radopholus arabocoffeae

HQ823568 Radopholus arabocoffeae

HQ823570 Radopholus arabocoffeae

AY 257199 Radopholus duriophilus
HQ823571 Radopholus duriophilus
AY257199 Radopholus duriophilus

MN764345 Helicotylenchus asiaticus

0,050

Figura 2-4. Arbol filogenético obtenido mediante Maxima verosimilitud de la region
parcial ITS de especies del género Radopholus. Los aislamientos correspondientes
a este trabajo se encuentran sefialados en negrilla. Los niumeros sobre los nodos
indican los valores de bootstrap > 70 %. Helicotylenchus asiaticus (MN764345) fue
utilizado como grupo externo del arbol.



2.4 Discusion

Un total de tres poblaciones, dos de Palestina (Caldas) y una de Calarca (Quindio)
fueron identificadas a nivel morfolégico, morfométrico y molecular como R. similis.
Las caracteristicas morfologicas y las mediciones morfométricas registradas para
las tres poblaciones fueron similares a las reportadas para las poblaciones tipo y de
referencia de R. similis (Lehman et al, 2000; Mlnera, 2009; Roy et al, 2018 y Mgonja
et al, 2020). Sin embargo, las hembras de las poblaciones analizadas en el presente
estudio presentaron valores ligeramente mayores en comparacion con otras
poblaciones de referencia de R. similis para los siguientes caracteres diagndstico:
longitud total, ancho maximo del cuerpo y ancho del cuerpo a nivel del ano.

La variacion en los caracteres mencionados anteriormente, esta relacionado con
condiciones edafocliméaticas como: temperatura (que por debajo de los 15°C retrasa
el crecimiento del nematodo), estructura del suelo y el contenido de nutrientes en
las raices del hospedero (Duncan et al, 1998; Lehman et al, 2000). En ese sentido
Elbadri et al. (1999) analizaron los caracteres morfolégicos de R. similis de
diferentes hospederos (banano, pimiento, citricos y plantas ornamentales) de
diferentes continentes (Asia, América, Europa y Oceania), y encontraron
variaciones moderadas en los caracteres: longitud total, longitud de la cola, ancho
maximo del cuerpo y la distancia del fasmido desde el extremo de la cola (Roy et al,
2018).

Basado en el Analisis de Componentes Principales, las poblaciones estudiadas en
esta investigacion agruparon con poblaciones de R. similis de Colombia (Arauca y
Llanos orientales), pero también con poblaciones de Estados Unidos asociadas a
cultivos Anubia (Anubias barteri). Este mismo analisis indico que la longitud del
estilete, longitud de la cola, ancho maximo del cuerpo, ancho del cuerpo a nivel del
ano, indice a, indice c e indice c', permiten discriminar entre las especies de R.
similis, R. musicola y R. arabocoffeae, reportadas en cultivos de Musa spp. en el

mundo (Stanton et al.,, 2001; Trinh et al. 2004). Se observa que los caracteres



asociados a la cola de las hembras, como longitud de la cola, ancho del cuerpo a
nivel del ano, indices ¢ y c’, estan entre los de mayor resolucion por ser mas
variables (Elbadri et al 1999; Munera, 2009 y Roy et al, 2018).

Los datos moleculares, correspondientes a la region parcial ITS del ARNr,
confirmaron que las poblaciones analizadas en el presente estudio, tanto las de
Caldas como la de Quindio, pertenecen a la especie R. similis. Estos resultados son
consistentes con los registros morfolégicos y morfométricos obtenidos para estas
mismas poblaciones, lo cual indicé que las poblaciones fueron correctamente

identificadas.

La identificacion morfo-molecular de tres poblaciones de R. similis en el presente
estudio, es consistentes con los reportes previos del género del nematodo en el eje
cafetero (Rivas et al, 1985; Munera, 2009; Guzman, 2011; Volcy, 2011; Roy et al,
2018; Mgonja et al, 2020). La confirmacion de la especie R. similis en el eje cafetero,
una de las zonas con mayor comercio de semilla de platano hacia otras zonas del
pais, sugiere que esta especie de nematodo puede estarse dispersando

masivamente a través de cormos (material de siembra).



3. Conclusiones

Dos especies de nematodos fitoparasitos, una del género Pratylenchus (identificada
como P. araucensis) y otra del género Radopholus (R. similis) se encuentran
atacando cultivos de platano y banano de los departamentos de Caldas, Quindio y

Valle del Cauca.

Los caracteres morfométricos, longitud del estilete, posicion de la vulva, longitud del
saco post-uterino, longitud total del cuerpo, longitud de la cola, ancho méximo
cuerpo, ancho del cuerpo a nivel del ano, ancho de la regién cefélica e indices a 'y
¢, en combinacion con datos moleculares de segmento D2-D3 del ARNr permitieron

identificar especies de Pratylenchus asociadas a cultivos de platano y banano.

Si bien las poblaciones de P. araucensis se separaron por origen geogréfico
mediante la region COI, ubicandose en un subclado las poblaciones del Valle del
Cauca (Buenaventura) y en otro las del eje cafetero, existe una baja diversidad
nucleotidica basado en el gen COI. Sin embargo, la variabilidad nucleotidica podria
estar siendo influenciada por factores edafoclimaticos como: altitud (msnm),

precipitacion pluvial y temperatura.

Pratylenchus araucensis presenta una amplia adaptacion geografica y su presencia
en el eje cafetero y Valle del Cauca esta relacionada con el transporte de semillas

infestada con el parasito.

Por su alta resolucion, caracteres morfométricos como la longitud del estilete,
longitud de la cola, ancho maximo cuerpo, ancho del cuerpo a nivel del ano, indice
a, indice c e indice c', y moleculares como la region ITS del ARNr, permiten

discriminar entre especies del género Radopholus asociadas a cultivos de Musa

Spp.



4. Recomendaciones

A patrtir de los resultados obtenidos en esta investigacion se recomienda:

Realizar pruebas de parasitismo con poblaciones de P. araucensis para establecer
el potencial destructivo de esta especie de nematodo en los cultivos de platano y
banano. Al tiempo que se pueda determinar los niveles poblaciones, el umbral de

accion y niveles de dafio econémico en las zonas productoras

Formular y ejecutar investigaciones tendientes a entender mejor la variabilidad
intraespecifica de P. araucensis, mediante datos moleculares en relaciéon con

factores edafoclimaticos y elementos agroecoldgicos de los sistemas de produccion.

Para futuras investigaciones evaluar inoculaciones individuales de P. araucensis
sobre la produccion de platano al igual que proponer e implementar estrategias de
control de tipo genético, cultural, fisico, biolégico y quimico para el control de

poblaciones de P. araucensis y R. similis en las zonas del estudio.
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6. Anexos

Glosario

n = numero de especimenes en los cuales estan basadas las mediciones.
L = longitud total del cuerpo (um).

V = % distancia de la posicion de la vulva al extremo anterior.

a = longitud del cuerpo (um) / el didmetro maximo del cuerpo (um).

b = longitud del cuerpo (um) / distancia de la valvula es6fago-intestino al extremo
anterior del cuerpo (um).

b’ = longitud del cuerpo (um) / distancia de la base de las glandulas esofagicas al
extremo anterior del cuerpo (um).

¢ = longitud del cuerpo (um) /largo de la cola (um).

¢’ = longitud de la cola (um) / el diametro del cuerpo a nivel del ano (um).
M% = (longitud del cono del estilete/ longitud del estilete) x 100.

DGO = orificio de la glandula dorsal esofélica.

Cola = longitud del ano o cloaca al extremo terminal del cuerpo.

ITS = Internal Transcribed Spacer.

COlI = Citocromo oxidasa subunidad I.

Primer’s = cebadores imprimadores.



Sintomas inducidos por P. araucensis y R. similis
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