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RESUMEN

Los nematodos fitoparasitos son patdgenos pero sus interacciones con otros agentes
causantes de enfermedades dificultan medir su verdadero impacto en el rendimiento de los
cultivos y su estimativo a gran escala. En este sentido, la correcta identificacion de especies
se vuelve una tarea importante para determinar a cuéles cultivos pueden estar asociadas y su
potencial dafo. El objetivo del presente estudio fue identificar especies del nematodo
Helicotylenchus asociadas a los cultivos de pifia en San Carlos, Alajuela; citricos en Los
Chiles, Alajuela; Uva en Santa Ana, San José; platano en Talamanca, Limon; banano en
Jicaral, Puntarenas y arroz en Paso Canoas, Puntarenas. Se realizaron estudios morfoldgicos,
morfométricos y moleculares. Se llevaron a cabo un total de 3000 mediciones morfométricas,
que facilito la estadistica descriptiva de cada poblacion de nematodos. Se tomé un total de
2500 microfotografias de hembras y machos que permitieron discriminar entre las especies
de Helicotylenchus asociadas a los cultivos muestreados. Por medio de la reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR) se amplifico el dominio D2-D3 de la region 28S del ADN ribosomal
(ADNTr) con los cebadores D2A (5’-ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3") y D3B (5°-
TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3’). Asimismo, se amplifico la region ITS entre los genes
ribosomales nucleares con los cebadores TWS81 (5’-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3") y
AB28 (5’-ACGAGCCGAGTGATCCACCG-3’). Los productos de PCR se purificaron
previos a la secuenciacion y cada secuencia, se compard con otras reportadas para especies
de Helicotylenchus depositadas en el GenBank®. Se calcularon los porcentajes de similitud
y divergencia entre ellas. Para los anélisis filogenéticos se utilizaron las secuencias de las
regiones 28S e ITS del ADNr de las diferentes especies de Helicotylenchus reportadas en el
GenBank®. Se establecieron relaciones filogenéticas entre las especies identificadas a partir
de los tres marcadores moleculares utilizando el método de Inferencia Bayesiana (IB). La
informacion molecular se compar6 con la morfoldgica y morfométrica para obtener una
correcta identificacion de la especie encontrada en cada cultivo. La especie Helicotylenchus
dihystera, se encontro asociada a plantaciones de pifia, citricos, platano y uva. Por su parte,
la especie H. multicinctus se identifico en asocio al cultivo de banano. En el caso del cultivo
del arroz no fue posible identificar la especie asociada, por lo que sera necesario utilizar

molecularmente otras regiones conservadas del ADN que permitan suministrar mas
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informacién. Las secuencias obtenidas para H. dihystera presentaron un 99% de similitud
con accesiones correspondientes a esta especie reportadas en los cultivos de morera y fiame
en China y a Camellia sp. en Birmania. En cuanto a las secuencias de la especie H.
multicinctus, estas mostraron un 99% de similitud con accesiones correspondientes a esta
especie, encontradas en el cultivo de Musa paradisiaca en China y cacao en Sudéafrica. En el
caso de la poblacion de Helicotylenchus presente en el cultivo de arroz, el analisis de la
amplificacion del dominio D2-D3 de la region 28S del ADN ribosomal (ADNr) mostro
resultados porcentuales de similitud de 96% con accesiones correspondientes a la especie H.
caudatus, por debajo de los necesarios para poder confirmar a cudl especie pertenecia. El
arbol filogenético correspondiente al analisis de las secuencias de la regién ITS mostré a H.
dihystera agrupando con accesiones encontradas en Japdn. Ademas, la secuencia de la
especie H. multicinctus agrupo con una accesion reportada en China. La correcta descripcion
de especies representa un método importante para la generacion de informacion cientifica
que permita llevar a cabo registros de plagas y hospederos, su localizacion y el impacto en el
rendimiento de las plantaciones. De esta forma, se logra contar con suficiente informacion

para ser utilizada en el desarrollo de programas cuarentenarios y estrategias de combate.
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ABSTRACT

Phytoparasitic nematodes are pathogens, but their interactions with other disease-
causing agents make it difficult to measure their true impact on crop yield and their estimation
on a large scale. In this sense, the correct identification of species becomes an important task
to determine which crops can be associated and their potential damage. The objective of the
present study was to identify species of the Helicotylenchus nematode associated with
pineapple crops in San Carlos, Alajuela; citrus in Los Chiles, Alajuela; Grape in Santa Ana,
San José; plantain in Talamanca, Limén; banana in Jicaral, Puntarenas and rice in Paso
Canoas, Puntarenas. Morphological, morphometric, and molecular studies were carried out.
A total of 3,000 morphometric measurements were carried out, which facilitated the
preparation of a descriptive statistical analysis in which the average, standard deviation,
maximum and minimum data of each nematode population were obtained. In addition, a total
of 2,500 microphotographs of females and males were taken, allowing discrimination
between the Helicotylenchus species associated with the sampled crops. by PCR, the D2-D3
domain of the 28S region of ribosomal DNA (rDNA) was amplified with primers D2A (5'-
ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3") and D3B (5-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-
3"). Likewise, the ITS region between the nuclear ribosomal genes was amplified with the
primers TW81 (5-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3’) and AB28 (5°-
ACGAGCCGAGTGATCCACCG-3’). The PCR products were purified prior to sequencing
and each sequence was compared with others reported for Helicotylenchus species deposited
in GenBank® and the percentages of similarity and divergence between them were
calculated. For the phylogenetic analyzes, the sequences of the 28S and ITS regions of the
rDNA of the different Helicotylenchus species reported in the GenBank® were used.
Phylogenetic relationships between the identified species were established from the three
molecular markers using the Bayesian Inference (IB) method. The molecular information
was compared with the morphological and morphometric information to obtain a correct
identification of the species found in each culture. The Helicotylenchus dihystera species was
found associated with pineapple, citrus, banana, and grape plantations. For its part, the H.
multicinctus species was identified in association with banana cultivation. In the case of rice

cultivation, it was not possible to identify the associated species, which is why it will be
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necessary to use molecularly other conserved regions of DNA to provide more information.
The sequences obtained for H. dihystera showed 99% similarity with accessions
corresponding to this species reported in the mulberry and yam crops in China and in
Camellia sp. in Burma. Regarding the sequences of the H. multicinctus species, these showed
99% similarity with accessions corresponding to this species, found in the cultivation of
Musa paradisiaca in China and cocoa in South Africa. In the case of the Helicotylenchus
population present in the rice crop, the analysis of the D2-D3 domain amplification of the
28S region of ribosomal DNA (rDNA) showed percentage similarity results of 96% with
accessions corresponding to species H. caudatus, below those necessary to confirm which
species it belonged to. The phylogenetic tree corresponding to the analysis of the sequences
of the ITS region showed H. dihystera grouping with accessions found in Japan. Furthermore,
the sequence of the H. multicinctus species grouped with an accession reported in China. The
correct description of species represents an important method for the generation of scientific
information that allows carrying out records of pests and hosts, their location, and the impact
on plantation performance. In this way, it is possible to have enough information to be used

in the development of quarantine programs and combat strategies.
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INTRODUCCION

El rendimiento de los cultivos tiene relacion con la interferencia de diversos agentes,
tanto bidticos como abidticos, los cuales interactian con las plantas y ademas se relacionan
con el ambiente. En la produccién agricola los cultivos pueden ser afectados y dafiados por
plagas, enfermedades y malezas. Las enfermedades en los cultivos provocan alteraciones en
el funcionamiento fisiolégico de las plantas, lo que afecta su desarrollo normal y reduce su
rendimiento, alcanzando en algunos casos hasta la muerte de la planta. Entre los patégenos
de mayor impacto a nivel mundial se encuentran los hongos, bacterias, virus, fitoplasmas y
nematodos (Lastres, 2009).

En la produccion agrondmica existen factores que a menudo se combinan dando lugar
a la disminucion de los rendimientos agricolas y es preciso cuantificar dichos factores
limitantes, dentro de los cuales se destacan los nematodos fitoparéasitos. Estos se encuentran
ampliamente distribuidos en suelos naturales y cultivados en todo el mundo. (Pefia y Paez,
s.f). En términos generales, los nematodos causan pérdidas anuales de entre un 11% y un
14% en cultivos de importancia economica como leguminosas, granos, banano, yuca, coco,
remolacha, cafia de azUcar, papa, hortalizas y varios frutales. Las pérdidas en los cultivos
como los mencionados anteriormente, representan unos $80 billones al afio. (Castafio,

Guzman y Villegas, 2011).

Los nematodos se encuentran siempre presentes y estan asociados con el crecimiento
de la planta y la produccién del cultivo, lo que representa una limitacion significativa para la
agricultura de subsistencia, llegando a ser dificiles de controlar. Los nematodos fitopatégenos
tienen gran relevancia por los dafios que inducen en la planta, ya sea solos o en interaccion
con otros patdgenos y los sintomas ocasionados a veces son similares a los que causan los
hongos, las bacterias y los virus. Por lo anterior, es muy importante la identificacion de
géneros y especies de nematodos involucrados en las enfermedades de los cultivos agricolas.
Asimismo, es de gran trascendencia conocer su biologia y las alternativas para su combate
(Avena, Cecefia, Gonzélez, Grimaldo y Duran, 2016). Hay muchos aspectos importantes en

la biologia de los nematodos, estos incluyen la correcta identificacién y caracterizacion



taxondmica de la especie, la duracion de su ciclo, nimero de generaciones por afio,
fecundidad, respuesta a factores de temperatura y humedad, rango de hospedantes y
mecanismos de supervivencia y dispersion (Andrés, 2002).

La identificacion de nematodos requiere, ademdas, de un conocimiento de su
morfologia y del funcionamiento de cada una de sus estructuras (Rocha, 2018). La
importancia de ciertas especies de nematodos y la combinacién con otros problemas
fitosanitarios, no es una tarea simple de combatir y se torna mas dificil en climas tropicales
que en climas templados (Pefia y Paez, s.f). Tanto Torrado y Castafio (2009) como Avena,
Cecefia, Gonzalez, Grimaldo y Duran (2016), mencionan que, dentro de los géneros de
nematodos méas diseminados y de mayor importancia econémica a nivel mundial, se
encuentran Meloidogyne sp., Globodera sp., Pratylenchus sp., Helicotylenchus sp. y
Xiphinema sp.

En Costa Rica no se cuenta con datos de pérdidas agricolas, limites de tolerancia y
umbrales econdmicos debido a los nematodos; sin embargo, su importancia como agentes
patdgenos se reconoce por la importacion anual de nematicidas. Para el periodo 2000-2004,
las importaciones superaron las 4000 toneladas y posteriormente esta cifra aument6 a 8317
toneladas para el periodo 2005-2009 (Ramirez, 2011; Bravo et al., 2015). Estos productos
quimicos se utilizan para combatir los problemas asociados con dichos patdgenos en banano,

café, ornamentales, hortalizas y otros (Esquivel y Peraza, 2010).

En los cultivos de mayor importancia economica en Costa Rica, los géneros de
nematodos mas comunes son: Helicotylenchus sp., Meloidogyne sp. y Pratylenchus sp., los
cuales se han encontrado asociados a los cultivos de café, arroz, pifia, cafia de azucar, banano,
platano, cacao, papaya, maiz, frijol, papa, tomate, chile, cebolla, culantro, repollo, lechuga,
apio, brécoli, coliflor, chayote, tacaco, camote, yuca, berenjena, limén, mango, mora, fresa
y ornamentales. En el caso de la especie Radopholus similis se encuentra en cultivos de arroz,
banano y platano, siendo considerada plaga en estos dos ultimos (Guzman, Benavides,

Hernandez, Duran y Montero, 2013; Fernandez y Quesada, 2013).



En lo que respecta al género Helicotylenchus, existen datos recopilados durante afios
por el laboratorio de Nematologia de la Escuela de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional (ECA-UNA), en donde se han encontrado densidades poblacionales de
Helicotylenchus que van desde 50 hasta 2500 entre juveniles y hembras en 10 g de raiz
(Peraza, W. Comunicacion personal. 12 de Febrero de 2018).

Existen diversos estudios realizados en Costa Rica sobre impacto, dindmica
poblacional, combate y reconocimiento de nematodos en cultivos de interés econdémico como
hortalizas, arroz, arboles frutales, platano, papa, maiz, tabaco, cafia de azlcar, banano,
pejibaye y café, los cuales demuestran que existe alta diversidad de nematodos y que pueden

estar asociados a una amplia gama de cultivos (Wing-Ching, Salazar, Flores y Rojas, 2008).

Debido a la ocurrencia y densidades del nematodo espiral, la complejidad y dificultad
que representa identificar los nematodos del género Helicotylenchus sp, aunado a la escasa
identificacion y descripcion a nivel de especie en los distintos cultivos del pais, es necesario
la correcta identificacion. Lograr caracterizar correctamente especies de este nematodo,
ayudara a conocer aspectos como distribucién, biologia: ciclo biolégico y patoldgico,
sintomas primarios y secundarios, pérdidas, hospedantes, supervivencia, medios de
diseminacion y manejo, entre otros. Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue
realizar una caracterizacion morfoldgica, morfométrica y molecular de las especies de

Helicotylenchus sp asociadas a seis cultivos en Costa Rica.



OBJETIVOS

l. Objetivo general

Identificar especies del nematodo Helicotylenchus sp. mediante criterios morfoldgicos,
morfométricos y moleculares que puedan estar asociados a un cultivo de pifia, platano,

banano, citricos, arroz y uva en Costa Rica.

. Objetivos especificos

1 Caracterizar morfolégicamente y morfométricamente especies de Helicotylenchus de seis
cultivos en Costa Rica, para determinar si un mismo nematodo puede estar asociado a méas

de un cultivo muestreado.

2 ldentificar molecularmente cada una de las especies de Helicotylenchus asociadas a los

cultivos muestreados, con el fin de conocer si hay especies aun no reportadas en nuestro pais.

3 Establecer relaciones filogenéticas entre las especies de Helicotylenchus identificadas en
los seis cultivos agricolas a partir de dos marcadores moleculares (28S e ITS) utilizando el

método de Inferencia Bayesiana (IB).



MARCO TEORICO

l. Generalidades de los nematodos

Los nematodos son el grupo de organismos no segmentados mas grande de la tierra.
Poseen simetria bilateral con sistemas fisiologicos similares a los animales superiores, son
pequefios, con una longitud variable entre 0.2 y 10.00 mm y un ancho que va de los 0.01 a
los 0.5 mm. Son de forma cilindrica y delgada, excepto aquellos géneros en los cuales las
hembras en su estado avanzado de desarrollo adoptan forma de “limén”, redonda y rifion
(Frapoli, 2000). Son animales acuaticos muy delgados que viven en la pelicula de agua que
rodea las particulas de suelo. También se encuentran en el estiércol, basura orgéanica y en
sedimentos de estanques, rios y océanos. Asimismo, se pueden encontrar algunos de estos

microorganismos a profundidades aproximadas a los 500 metros (Esquivel, 2011).

Los nematodos existen en la naturaleza tanto en sus formas fitoparésitas, asi como de
vida libre (VL). Se conocen 26.646 especies clasificadas como: de vida libre (10.681);
parasitos de invertebrados (3.501), de vertebrados (8.359) y de plantas (4.105). Los
nematodos fitoparasitos son patdgenos, pero sus interacciones con otros agentes causantes
de enfermedades dificultan medir su verdadero impacto en el rendimiento de los cultivos y
su estimativo a gran escala (Castafio et al., 2011). Aquellos que por sus habito alimenticio
se clasifican como fitoparasitos, son biotrofos ya que se alimentan del citoplasma de las
células de su planta hospedera, y secundariamente se convierten en agentes patdgenos
dependiendo de la poblacion existente, susceptibilidad del cultivar y las condiciones
existentes (principalmente la temperatura del suelo). Frecuentemente, se aprecian los
sintomas tipicos de los nematodos (amarillamiento, enanismo, poca fructificacion, etc) en
diversos cultivos agricolas, donde ocasionan dafios econdmicos importantes (Godoy, Yéfez,

Gastélum, Lopez y Almodovar, 2014).



1. Nematodos fitoparasitos

Generalmente, los nematodos fitoparasitos son muy similares en su morfologia; sin
embargo, cada género y especie presenta caracteristicas morfoldgicas muy especificas. La
mayoria tiene cuerpo vermiforme (filamento con extremos mas o menos agudos) en sus
estados juveniles y adulto, aunque algunos géneros muestran dimorfismo sexual porque las

hembras adquieren formas globosas, piriformes o reniformes (Godoy et al., 2014).

Para su alimentacion, los nematodos fitoparéasitos utilizan el estilete, el cual ocasiona
que se produzca una secrecion de saliva (enzimas) hacia el interior de las células, con la
finalidad de degradar los componentes celulares y poderlos extraer del protoplasma con una
mayor facilidad y asimilacion. En ciertas especies la rapidez de alimentacion es apreciable,
no obstante, existen algunas en las cuales es demasiado lenta pudiendo permanecer horas o
dias de manera activa. La forma de alimentacion utilizada por estos microorganismos
provoca que el tejido celular dafiado derive en muerte o debilitamiento de manera severa de
los puntos mas importantes de crecimiento radicular, como yemas y puntas de las raices. El
habito alimenticio de los nematodos ocasiona, a su vez, la formacion de lesiones,
degradacion de tejido y produccion de crecimiento anormal de las células, lo que origina
agallas en varias partes de la planta en el caso de los nematodos del género Meloidogyne
(Gonzélez, 2013).

Los nematodos fitoparasitos estan agrupados en tres Ordenes principales:
Aphelenchida, Dorylaimida y Tylenchida. De ellos, el orden Tylenchida es el que incluye la
mayoria de nematodos fitoparasitos y el mas importante econdmicamente. A nivel mundial
los 10 géneros de nematodos fitoparasitos mas importantes son Meloidogyne, Pratylenchus,
Heterodera, Ditylenchus, Globodera, Tylenchulus, Xiphinema, Radopholus, Rotylenchulus y
Helicotylenchus (Rivera, 2007).



I1l.  Familia Hoplolaimidae

La familia Hoplolaimidae comprende un gran nimero de géneros y especies de
nematodos agrupados bajo las subfamilias Hoplolaiminae (Hoplolaimus, Aerolaimus,
Peltamigratus, Scutellonema y Rotylenchus), Rotylenchoidinae (Rotylenchoides vy
Helicotylenchus), Rotylenchulinae (Rotylenchulus) y Hoplotylinae (Hoplotylus y Acontylus).
Algunos de ellos se encuentran distribuidos a lo largo y ancho de cada uno de los continentes,
mientras otros ocupan areas mas restringidas dentro de los mismos (Zerpa y Renaud, s.f).

Los hoplolaimidos son un grupo Unico de ectoparéasitos radiculares migratorios semi-
endoparasitos y endoparasitos verdaderos de plantas. El interés en los nematodos de esta
familia se desarrolld debido al descubrimiento de la alta patogenicidad de una serie de
especies pertenecientes a la misma, las cuales causan pudricion de raices retardando

notablemente el crecimiento de plantas de cultivos de importancia economica (Krall, 1990).

El nombre comun de nematodo espiral se le atribuye con mayor frecuencia a los
nematodos del género Helicotylenchus, pero en ocasiones se aplica también a otros géneros
de la familia Hoplolaimidae incluyendo Rotylenchus, Aorolaimus, Scutellonema y
Peltamigratus. Son llamados de esta manera debido a la tendencia de su cuerpo a enrollarse
en una espiral cuando estan en reposo o muertos. Los nematodos espiral del género
Helicotylenchus se encuentran entre los fitoparasitos mas omnipresentes en todo el mundo
(Crow, 2013).

IV.  Género Helicotylenchus

El género Helicotylenchus sp. es uno de los diez parésitos de plantas mas importantes
en el mundo. Este género, con alrededor de 250 especies, es el mas abundante de la familia
Hoplolaimidae. Debido a la postura helicoidal del cuerpo, a menudo es facil identificar
miembros del género; sin embargo, la separacion de este a nivel de especie es muy dificil
(Kashi & Karegar, 2014), debido en parte a que muchas especies comparten caracteristicas

diagndsticas muy similares y una variacion intraespecifica muy alta (Subbotin et al., 2015).



Biologicamente y dependiendo del hospedante, el habito alimenticio de
Helicotylenchus sp., se caracteriza por ser ectoparasito, semiendoparasito o endoparasito de
raices. Todos los estados pueden ser encontrados en el cortex de las raices, pero la migracién
a través del tejido no ha sido registrada. Producto del parasitismo, en la epidermis de las
raices se forman lesiones pequefas circulares de color café oscuras tornandose negras, las
cuales pueden llegar a ser necréticas. La mayoria de especies son partenogenéticas aunque
una de las mas comunes y dafiinas, H. multicinctus, es amfimictica, es decir, requiere de

ambos sexos para la reproduccion (Guzman, Pérez y Patifio, 2012).

Con respecto a H. multicinctus y H. dihystera representan las dos especies de
fitonematodos mas diseminadas y abundantes en el cultivo de musaceas (banano y platano)
en las areas tropicales. Debido a su habito alimenticio, estos nematodos dafian el sistema
radical de las plantas, reduciendo la produccion de muséceas entre 19% y 34% (Guzman,
2011). Ademas, H. dihystera ha sido reportada en el cultivo de la pifia, donde causa dafio a
las raices y, cuando se encuentra en altas densidades poblacionales junto a otros géneros y

especies de nematodos, afecta rendimientos y calidad de la pifia (Hernandez, s.f).

Las dos especies mencionadas anteriormente junto con H. digonicus y H.
pseudorobustus, representan las especies mas comunmente reportadas en la literatura. En el
caso de H. pseudorobustus esta ampliamente distribuido tanto en regiones templadas como
en regiones tropicales, parasita muchos cultivos y es un factor limitante en la supresion de
crecimiento de los cultivos infectados por otros patdgenos o afectados por desbalances

hidricos o nutricionales (Subbotin et al., 2015).

En Costa Rica, el género Helicotylenchus sp esta presente en una amplia variedad de
cultivos: aguacate, ajo, albahaca, apio, arroz, arveja, ayote, bambd, banano, brocoli, cacao,
café, camote, cafia de azUcar, cebolla, coliflor, culantro, chayote, chile, frijol, granadilla,
guanabana, guayaba, lechuga, limén, maiz, mango, manzana de agua, mora, naranja, fiame,
flampi, papa, papaya, pepino, pifia, repollo, sandia, tomate y zanahoria (Esquivel y Peraza,
2010; Fernandez y Quesada, 2013).



La especie H. stylocercus fue encontrada durante un estudio en Costa Rica, en suelo
alrededor de las raices de banano en la localidad de Coto, Puntarenas y posteriormente
descrita como nueva especie de la familia Hoplolaimidae (Siddiqi y Pinochet, 1979). Por otra
parte, Salguero (2006), identific6 mediante criterios taxonémicos a H. multicinctus en
parcelas dedicadas al cultivo de banano en la vertiente Atlantica (Caribe) del pais. No
obstante, Wing-Ching y colaboradores en 2008 identificaron el género Helicotylenchus
asociado a los pastos tropicales Kikuyo, Estrella, Tanner, Camerin, Decumbens, San Juan y
Guinea en las localidades de Sucre y San Vicente en el canton de San Carlos, Alajuela. A
pesar de que este nematodo aparece con mucha regularidad en muestras de suelo de diferentes
cultivos, a la fecha no se ha realizado en Costa Rica, algin estudio para identificar las

especies presentes, mediante criterios morfoldgicos, morfométricos y moleculares.

V. Cultivos en estudio asociados con Helicotylenchus

Cultivo de pifia (Ananas comosus)

La pifa es la tercera fruta tropical mas importante del mundo, después del banano y
los citricos. En Costa Rica se inicid su siembra en las sabanas de Buenos Aires de Puntarenas
en la década de 1950 (Garcia y Rodriguez, 2011). El area sembrada de esta fruta era de 45
000 hectéreas en el afio 2014, bajé a 40 000 en los siguientes dos afios y en 2017 se recuperd
a 44 500 hectareas (Barguero, 2018). Para el afio 2016, las exportaciones representaron un
crecimiento de 2.2% del PIB Agricola, con una produccion total de 2.9 millones de toneladas
anuales y una ganancia de $930 millones anuales (CANAPEP, 2017). El pais se ha
posicionado en mercados internacionales como lider en produccion de pifia por sus
certificados, tratados comerciales y el intenso desarrollo de infraestructura y sistemas
productivos agroindustriales. Esta situacion favorable no s6lo permite el incremento de
indices de produccidn y exportacion, sino también la expansion territorial del cultivo
(Obando, 2017).

Es uno de los cultivos de mayor versatilidad para nuestro pais, en cuanto a su

adaptacion a los diferentes sistemas de cultivo, tanto del pequefio y mediano productor como



en las siembras intensivas en grandes extensiones (Villegas et al., 2007). Su principal uso es
como fruta fresca, pero también se puede industrializar, con lo cual se puede generar un

mayor valor agregado (Barrientos y Porras, 2010).

La produccién de esta fruta tropical se ha concentrado en los cantones de Buenos
Aires de Puntarenas (donde se cultiva cerca del 80% de la fruta para exportacion), Grecia,
San Carlos, Sarapiqui y en menor medida en Limon. Geograficamente, el total de hectéareas
dedicadas al cultivo de pifia se divide entre la Zona Norte (51%), el Caribe (31%) y el Pacifico
(18%) (Contreras, 2012). En la region Huetar Norte de nuestro pais, se ubican la mayor
cantidad de los pequefios y medianos productores de pifia. La actividad de la pifia se
concentra en Pital (37%), seguido por Rio Cuarto (18%), Guatuso (13%), Aguas Zarcas (8%)
y marginalmente participan otras zonas de la region (Barrientos y Porras, 2010).

La pifia tiene como origen a América del Sur, por su domesticacion se cree que puede
ser de una zona entre Brasil y Uruguay de donde se propago a otros paises del continente y
posteriormente a Europa y Asia. Esta planta pertenece a la familia de las Bromeliaceas. Es
de tipo herbaceo y perenne; cuenta con raices que salen de la parte inferior de su tallo siendo
muy superficiales ya que normalmente se desarrollan en su mayoria en los primeros 15
centimetros del horizonte de suelo (DANE-SIPSA, 2016). Llega a medir hasta un metro de
altura, con un tallo rodeado de 30 a 40 hojas largas, gruesas y con espinas, la fruta se forma
sobre un pedunculo de unos 100 a 150 mm de longitud en el apice del tallo. Sus flores son
compuestas y junto con las bracteas adheridas a un eje central, se hacen carnosas y se unen
para formar la fruta de pifia, la cual madura cinco meses después de la floracion (Retana,
2015).

Dentro de los factores ecologicos fundamentales para el desarrollo del cultivo
destacan: altura maxima de 800 a 1200 m.s.n.m, temperatura entre los 26 y 30 grados
centigrados, precipitaciones entre los 1500 y 2000 mm anuales, el suelo debe ser suelto, con
excelente drenaje, con un contenido de bajo a medio de arcilla y un pH de 4 a 5.5 (Diaz,

2001). Se puede sembrar en suelos planos y ondulados menores al 25%, ya que de lo contrario
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demandard una mayor preparacion y adecuacion del terreno con curvas de nivel para el
manejo del cultivo (DANE, 2016).

En cuanto a plagas y enfermedades, la susceptibilidad del cultivo al dafio causado
varia de acuerdo con su estado de desarrollo. A su vez, la incidencia de las plagas y
enfermedades esté en funcidn de los factores ambientales y de la condicion del cultivo. Las
enfermedades mas recurrentes son: pudricion del cogollo (Phytophthora parasitica),
pudricién del fruto (Phytophthora cinnamomi), fusariosis (Fusarium sp.), pudricion acuosa
(Thielaviopsis paradoxa), hoja de tamal (Erwinia carotovora), pudricion bacteriana del fruto
(Erwinia carotovora) (Rodriguez, 2011).

Asi mismo, dentro de las plagas mas comunes en el cultivo de pifia en Costa Rica se
encuentran: cochinilla (Dysmicoccus brevipes), tecla o barrenador del fruto (Strymon
basilides), gusano soldado (Elaphria nucicolora), picudo (Metamasius dimidiatipennis)
(Vargas, 2011) y nematodos del orden Tylenchida: Meloidogyne, Rotylenchulus,
Criconemoides, Pratylenchus y Helicotylenchus. De este ultimo grupo, H. dihystera

representa la especie mas reportada a nivel mundial, relacionada a este cultivo (Hernandez,

s.f).

Cultivo de banano (Musa AAA)

El banano es una planta procedente del sudeste asiatico que se cultiva desde hace
10000 afios y cuyas primeras huellas se encontraron en Papua Nueva Guinea en el siglo VII
a. C (INFOCOMM, 2016). Es uno de los cultivos de mayor importancia a nivel mundial, al
ser sustento econdmico y alimenticio de millones de personas en mas de 120 paises,
principalmente en América Latina y el Caribe (ALC). La produccidn se encuentra en manos
de pequefios y medianos productores, con manejo en la mayoria de los casos de manera
tradicional, quienes destinan el 87% de la produccidon al consumo local y el 13% al comercio

internacional (Delgado, 2013).

Actualmente Costa Rica es uno de los principales productores de banano en el mundo

gracias a una productividad promedio de 2 989 cajas por hectarea (54,2 toneladas métricas),

11



una de las mas altas del mundo. Ademas, el area de siembra de 42 857 hectéreas, le permite
alcanzar una produccion total de cerca de 128 millones de cajas y percibir anualmente $1 043
millones. Esto le da al banano un posicionamiento privilegiado en el &mbito agricola nacional
y lo identifica como un motor de desarrollo econdmico y social en su area de influencia. Para
el afio 2017, las exportaciones bananeras representaron un 2.2% del producto interno bruto
(PIB) y aportaron el 9,6% de los ingresos del pais por concepto de venta al exterior, siendo
la Uni6n Europea (50,7%) y los Estados Unidos (39,6%) los principales mercados del banano
(CORBANA, 2018; Barquero, 2017).

El banano es una planta herbacea gigante, perenne, perteneciente al grupo de las
monocotiledoneas y a la familia de las musaceas (INFOCOMM, 2016). Llega a medir de 3 a
7 metros de altura, su tallo esta formado por peciolos de hojas curvadas y comprimidas, las
cuales, al emerger por la parte superior del tallo, se van desarrollando hasta alcanzar dos o
mas metros de largo. Su sistema radicular estad formado por un rizoma central de cuya base
se forman numerosas raices cortas y cilindricas, estos rizomas desarrollan yemas de las cuales
se forman hijos (Garcia, 2018). La yema floral es corta y cdnica, este cambio en el punto de
crecimiento marca el comienzo del desarrollo del tallo verdadero, el cual se convertira en
tallo aéreo y crecera por el centro del pseudotallo. Por altimo, el fruto se desarrolla en los
ovarios de las flores pistiladas por el aumento del volumen de las tres celdas del ovario

opuestas a eje central (Gomez, 2008).

Con respecto a los requerimientos del cultivo, las zonas comprendidas entre los 0 y
los 300 msnm son las mas aptas, no obstante, el banano se adapta a alturas que alcanzan hasta
los 2200 msnm, con velocidad de viento no mayor a 20 km/hora, el rango de temperatura
optima oscila de los 25 a los 30°C (Torres, 2012). Asimismo, necesita de una pluviosidad de
120-150 mm mensual o0 44 mm semanales (Gomez, 2008), humedad relativa del 70% y un

rango de luminosidad de 6 a 8 horas luz diarias (Acevedo, 2016).

Los suelos aptos para el desarrollo del cultivo son aquellos con topografia de tipo
plana con facilidad para la implementacion de infraestructura, textura franco-arcillosa,

franco- arenosa, franco arcillo limoso y franco limoso, con una salinidad no superior a 1dS/m
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(Garcia, 2018). El cultivo tolera suelos ligeramente &cidos y alcalinos con un pH
comprendido entre los 5.5y 7.2, sin embargo, suelos de reaccién neutra con pH de 6.5a 7

resultan los mas adecuados para la siembra y explotacién de banano (Vegas, 2013).

Las principales enfermedades presentes en el cultivo de banano son el Moko
(Ralstonia solanacearum E.F), el Mal de Panamé (Fusarium oxysporum schlecht, Fusarium.
sp. cubense [e.f. Smith]), la Pudricién acuosa del pseudotallo o bacteriosis (Dickeya
chrysanthemi) y la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet var. difformis) (DANE,
2016). Dentro de los insectos plaga mas importantes se encuentran el gusano cabrito del
banano (Opsiphanes sp), cabrito negro (Caligo sp), gusano cogollero (Spodoptera sp), abeja
trigona (Trigona sp), Trips, picudo negro (Cosmopolites sordidus) y picudo rayado
(Metamasius hemipterus) (REPCar, 2009).

Después del nematodo barrenador R. similis, el nematodo espiral H. multicinctus es
el fitonematodo mas diseminado y abundante en los cultivos de banano en las areas
tropicales, donde las condiciones agroecoldgicas son Gptimas para el cultivo de musaceas.
No obstante, a menudo es considerado como el principal nematodo parasito de estos cultivos
donde la temperatura es inferior a 15.6 °C y precipitacion menor a 120 mm mensuales, las

cuales no son condiciones optimas para R. similis (Guzman, 2011).

Cultivo de platano (Musa sp.)

El platano es un cultivo de mucha importancia en el tropico americano y en otras
zonas tropicales del mundo. Su origen es el sureste asiatico donde se extendié posteriormente
a la India y Africa. En 1516, los europeos lo introdujeron en América y las Antillas. En la
actualidad es un cultivo de amplia distribucion por su adaptacidon, tanto en los tropicos como
subtropicos donde las mayores plantaciones comerciales se encuentran en los tropicos

himedos (Rodriguez y Guerrero, 2002).

En Costa Rica su consumo es parte de la dieta y de la cultura culinaria de todos los

costarricenses, siendo importante como un cultivo de seguridad alimentaria. Sin embargo, el
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consumo por habitante es el mas bajo de América tropical, gran parte de la produccién se
destina a las exportaciones. La region Caribe es la principal productora de platano con un
area cercana a 6500 hectéreas. Se considera que para la agroindustria se destina el 35% de la
produccion nacional, la cual se estima en unas 80000 toneladas métricas (MAG, 2007).
Desde los afios 70 y 80, Costa Rica ha participado en la exportacion de platano al mercado
de Estados Unidos, principalmente. Aunque en sus inicios no fue consistente, en las tltimas
décadas las exportaciones se han incrementado, incluyendo el mercado europeo (Rojas et al.,
2007).

El platano es una planta herbacea perenne que luego de la fructificacion sus partes
aereas mueren y son reemplazadas por los nuevos retofios que crecen desde la base donde
puede llegar a alcanzar hasta los 8 metros de altura (Solis, 2007). Presenta un pseudotallo
constituido a partir de las vainas foliares (generalmente de gran tamafio, a veces parcialmente
lefiosas), su tallo es rizomatoso, es decir, subterraneo y desprovistos de hojas, el cual en su
parte superior presenta hojas cuyas vainas estan dispuestas en espiral fuertemente apretadas
unas a otras, constituyendo el falso tronco. Sus hojas son grandes, simples, enteras, con
vainas y normalmente con peciolo, las flores son hermafroditas o unisexuales, con bracteas,
con perianto cigomorfo, diferenciado a menudo en caliz y corola, las inflorescencias son en

espiga o panicula y los frutos son abayados o capsulares (Molina, 2016).

Morfologicamente, el desarrollo de una planta de platano comprende tres fases. En la
fase | que corresponde a la vegetativa ocurre la formacidn de raices principales y secundarias,
la mayor parte de las raices salen de la parte superior del cormo y las raices superiores pueden
alcanzar hasta 4 metros de altura. En la floracion, el tallo floral se eleva del cormo a través
del pseudotallo y es visible hasta el momento de la aparicion de la inflorescencia. Por altimo,
en la fase de fructificacion, se diferencian las flores masculinas y se disminuye gradualmente

la formacion de hojas (Rodriguez y Guerrero, 2002).

Entre los requerimientos del cultivo se encuentran la altitud la cual debe ser entre los
0 a 400 msnm para gue sea apta, un promedio diario anual de 4 a 6 horas de brillo solar, una

humedad relativa de 70 a 80% (Rojas et al., 2007). Asimismo, requiere una temperatura
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Optima entre los 20 y los 30°C, necesidad de agua entre 1800 y 2500 mm distribuidos en todo
el afio (o bien, 150-180 mm mensuales), vientos con velocidad no mayor a 20 km/hora.
Finalmente, necesita suelos con profundidad mayor o igual a 1.2 metros, sin problemas
internos de drenaje, de textura franco-arenosa muy fina, franco limoso o franco arcillo limoso
y un pH de 5.5 a 7.0 (Guerrero, 2010).

Las principales enfermedades que afectan al cultivo de platano son la pudricion
acuosa del pseudotallo o bacteriosis (Dickeya chrysanthemi), el mal de Panama (Fusarium
oxysporum schlecht, Fusarium. sp. cubense [e.f. Smith]) y la sigatoka negra (Mycosphaerella
fijiensis Morelet var. difformis). Dentro de las plagas que atacan al cultivo de platano se
encuentran el picudo negro (Cosmopolites sordidus) y el picudo rayado (Metamasius
hemipterus) (Alarcon y Jiménez, 2012). Las especies de nematodos Meloidogyne incognita,
M. arenaria, Criconema sp, Radopholus similis y H. multicinctus estan involucradas en la

afectacion del sistema radical en plantas de platano (Lara, Nufiez, Lopez y Carrion, 2015).

Cultivo de arroz (Oryza sativa L.)

El arroz es uno de los cultivos mas antiguos y ha formado parte de la alimentacion
del ser humano durante mas de 10000 afios. Ocupa después del trigo, el segundo lugar a nivel
mundial en superficie cosechada, pero si se considera su importancia como cultivo
alimenticio, proporciona mas calorias por hectarea que cualquier otro cultivo de cereales
(Gonzélez, 2015). Para muchos pueblos del mundo representa mas del 50% del total de
calorias diarias ingeridas y en esas regiones el consumo llega a ser hasta de 273 Kg por

habitante por afio (Pinciroli, Ponzio y Salsamendi, 2015).

En el siglo XX la evolucion del cultivo de arroz en Costa Rica tuvo diferentes etapas
gue marcaron en forma significativa su proceso de desarrollo paralelamente a las actividades
del pais, tales como su politica y economia. Cabe mencionar dentro de dichas actividades,
aquellas que impulsaron los programas de mejoramiento con el fin de lograr variedades con

mayor resistencia a plagas y enfermedades (Guzman, 2006).

15



En nuestro pais, las regiones Chorotega y Brunca poseen la mayor cobertura de
hectéareas sembradas con 35% y 24% respectivamente, situacion contraria al Pacifico Central
con un 11% y la Huetar Atlantica con tan solo 2% de la produccion total. La produccion de
este grano basico se genera mayoritariamente por micro/pequefios productores (79%),
seguido por medianos productores con un 16% Y los grandes con un 5%. EI método secano
es el mas empleado ya que 78% de los productores lo utilizan, mientras que el método de
riego representa el 22% restante (Sanchez y Vega, 2017). La produccién nacional de arroz
se estima en unas 157 930 toneladas métricas, de las cuales se exportan 8 560 toneladas a
paises como Guatemala, El Salvador y Nicaragua, generando una ganancia de $2 372 455
millones al afio (CONARROZ, 2018).

El arroz es una planta perteneciente a la familia de las poaceas, monoica, anual, de
crecimiento rapido y con gran reproductividad, adaptada a una diversidad de condiciones de
suelo y clima con excelentes resultados en cultivo de inundacion (INTA, 2011). El sistema
radical del arroz es de naturaleza fibrosa y comprende dos tipos de raiz: seminal y adventicia.
El tallo es, en sus inicios, una estructura muy corta y subterrdnea donde se encuentran bien
diferenciados los nudos, a partir de los cuales se originan los hijos primarios, los cuales dan
origen a los vastagos secundarios y terciarios. Las hojas se disponen en forma alterna a lo
largo del tallo: la hoja mas alta, por debajo de la panicula, recibe el nombre de hoja bandera
o0 panicular, en el cuello de la hoja se encuentra la ligula y las auriculas (INIA, 2004). Las
flores poseen color verde, dispuestas en espiguillas (unidades de la inflorescencia) y cuyo
conjunto constituye una panicula, estas a su vez, corresponden a prolongaciones de los tallos

a partir del altimo nudo; el grano de arroz es el ovario fecundado y maduro (Moquete, 2010).

Los requerimientos edafoclimaticos del cultivo de arroz incluyen: alturas desde el
nivel del mar hasta los 2500 msnm, suelos con pH de 6.6 (Quito, 2017), Adicionalmente,
Cardenas (2017) menciona que esta planta necesita alrededor de 5% de materia organica, con
excelente capacidad de intercambio catidénico, una capa arable de 25 centimetros de
profundidad. Ademas, requiere de buen drenaje, temperatura entre 20 a 30 °C, radiacion solar
de 300 calorias diarias por centimetro cuadrado, cantidad de agua entre 800 y 1240 mm

durante todo el ciclo.

16



Dentro de las plagas que afectan al cultivo de arroz se encuentran los jobotos
(Phyllophaga sp.), los abejones negros (Eutheola bidentata), el grillo topo (Neocurtilla
hexadactyla), los insectos del tallo: taladrador menor del arroz (Elasmopalpus lignosellus),
el barrenador de la cafia (Diatraea sp), la novia del arroz (Rupella albinella) y los insectos
del follaje: pulguillas del arroz (Epitrix cucumis), el gusano cogollero (Spodoptera sp.), el
gusano medidor o langosta (Mocis latipes), los chapulines (Conocephalus sp.,

Neoconocephalus sp.) y los chinches (Oebalus insularis) (Tinoco y Acufia, 2009).

Las principales enfermedades asociadas al cultivo son la Pyricularia grisea, el virus
de la hoja blanca, el afiublo de la vaina del arroz (Rhyzoctonia solani Kiihn), el Manchado
del grano de arroz (por interaccién compleja entre distintos patégenos: Helminthosporium
oryzae, Curvularia lunata, Alternaria sp., Pseudomonas sp. y Xanthomonas sp., Cercospora
sp., R. solani y Fusarium). Asimismo, los géneros de nematodos Hirschmanniella,
Xiphinema, Longidorus, Trichodorus, Aphelenchus, Aphelenchoides, Pratylenchus y
Helicotylenchus , se reportan en el pais como los principales nematodos asociados al cultivo

de arroz (Lopez, Salazar y Azofeifa, 1987; Araya, 2008).

Cultivo de citricos (Citrus sp.)

El origen del género Citrus se sitla en el sureste de Asia y el centro de China, Filipinas
y el archipiélago Indo Malayo hasta Nueva Guinea. Las primeras variedades e hibridos de
citricos fueron el resultado de un largo proceso de identificacion, colecta y reproduccion de
plantas silvestres. EI mayor productor a nivel mundial es Brasil con 22.6% de la produccion,
seguido de Estados Unidos con un 15.6%, China, México, Espafia e India en conjunto
representan el 64.17% del total de la produccion a nivel mundial (EARTH, 2004).

Los citricos fueron traidos a Costa Rica por los espafioles desde la colonia, se
consideran contemporaneos al café, ya que se utilizaron como sombra para este cultivo y se
aprovechaban como frutal para autoconsumo. Los primeros citricos sembrados fueron las
naranjas, los limones acidos y dulces, las mandarinas y hasta hace algunos afios, las toronjas

y los hibridos tangelos y tangores. La naranja ha sido el frutal que se ha desarrollado con una
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mayor area sembrada, muy por encima del resto de citricos (Calderén y Jiménez, 2008). En
el pais existen alrededor de 27 000 hectareas de naranja sembradas y 5 000 hectareas de otros
citricos. La Zona Norte y La Cruz de Guanacaste representan el 75% del &rea sembrada; las
regiones Central Sur, Central Occidental y Central Oriental se reparten el restante 25% del
area de citricos. EI 90% de la produccion se destina como fruta para procesamiento industrial
y el 10% restante se comercializa como fruta fresca en los mercados tradicionales (Jiménez,
2012).

Los citricos pertenecen a la familia Rutaceae y se encuentran agrupados en la
subfamilia Aurantioideae. Los géneros mas importantes son Citrus, Poncirus y Fortunela.
Las especies del género Citrus son las mas importantes desde el punto de vista agronémico
y representa casi la totalidad de los citricos cultivados (Ordus y Mateus, 2012).
Morfologicamente, las especies de este género tienen raices principales que sujetan
solidamente al arbol, desarrollandose a una profundidad de 2 a 3 metros. Las hojas pueden
tener varias formas pero mayormente son elipticas con margen generalmente entero, las
flores se presentan aisladas o agrupadas en racimos de 5 pétalos en forma de copa que pueden
ser terminales o desarrollarse en las axilas de las hojas. El fruto de los citricos es un hesperidio
de tamafio y color variable con la especie y la variedad, su forma puede ser oval, piriforme o
esférica (Doria, 2014).

Generalmente tienen alta adaptabilidad a diversas condiciones climaticas, lo que
favorece su cultivo en un gran nimero de paises, aunque las regiones productoras por
excelencia han sido localizadas en el continente americano (Espinal, Martinez y Pefia, 2005).
Los citricos se desarrollan en alturas de los 800 a los 2 000 msnm, en suelos de naturaleza
franca con buen drenaje y al menos 1,5 metros de profundidad, con un pH 6ptimo entre 5.5
y 7.0. La temperatura éptima para este cultivo va de los 23 a los 30 °C; requiere ademas de
1 200 a 1800mm de precipitacion anual y una humedad relativa de 75 a 85% (Cleves, Orduz
y Fonseca, 2012; INATEC, 2018).

Las plagas mas comunes que afectan a los citricos son los afidos (Aphis citricola,

Aphis gossypii), los chinches, las escamas (Lepidosaphes beckii, Planococcus citri), los
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piojos y polillas, los trips y acaros, el minador de las hojas (Phyllocnisitis citrella), la mosca
blanca, la mosca de la fruta (Anastrepha sp.), la mosca del mediterrdneo (Ceratitis capitata)
y el picudo de los citricos (Compsus sp.) (Ledn, 2012; CATIE, 2009). Por otra parte, la
gomosis (Phytophtora citrophthora, P. parasitica y P. palmivora), la antracnosis
(Colletotrichum gloesporioides) y la tristeza (Citrus tristeza virus, CTV), representan las tres
principales enfermedades que afectan al cultivo (Calder6n y Jiménez, 2008).

El nematodo plaga de los citricos (Tylenchulus semipenetrans) es el mas importante
en este cultivo, al ser el causante de la enfermedad conocida como “muerte lenta”. No
obstante, los citricos son atacados ademas por las especies Radopholus citrophilus,
Belonolaimus longicaudatus y los géneros Pratylenchus, Hemicycliophora, Meloidogyne,
Paratrichodorus, Hoplolaimus, Xiphinema y Helicotylenchus (Castro, Timmer,
Leguizamdn, Mauller y Corrales, 2000). De este altimo género, se registran asociadas al
cultivo de citricos las especies H. crenacauda, H. dihystera, H. erithrinae y H. multicinctus

(Crozzoli, Lamberti, Greco y Rivas, 1998).

Cultivo de uva (Vitis vinifera)

El origen de la uva se localiza en Europa, por su importancia econdémica, cultural y
religiosa, este cultivo es uno de los mas antiguos del mundo. Derivado de su consumo
diversificado, la uva se caracteriza por su alto valor econémico y actualmente la produccion
mundial de uva ocupa 74 276 583 toneladas métricas, de las cuales el 71% es utilizado para
la elaboracion de vino, 27% para consumo fresco y 2% es procesado como frutos secos
(Borja, Garcia, Reyes y Arellano, 2015; Valero, 2017).

El cultivo de la vid en América tiene en la actualidad una superficie de 987 400
hectareas que corresponden al 12, 64% de la produccion mundial. En este continente se
produce una viticultura muy diversa: desde la clasica y tradicional de clima mediterraneo en
paises como Canada, Estados Unidos, México, Ecuador, Peru, Bolivia, Paraguay, Brasil,
Uruguay, Chile y Argentina, hasta la de tipo tropical en Guatemala, Honduras, Costa Rica,

Republica Dominicana, Haiti, Colombia y Venezuela (Hidalgo e Hidalgo, 2011). En Costa

19



Rica existen plantaciones en el Valle Central y proyectos tanto experimentales como
demostrativos, desarrollados por el Instituto Nacional de Aprendizaje y la Estacion
Experimental Fabio Baudrit de la Universidad de Costa Rica (Monge, 2015).

En las vides se pueden distinguir una parte enterrada, formada por un sistema denso
de raices, de crecimiento rapido y una parte aérea donde se distinguen tallo, ramas, hojas,
frutos y zarcillos, flores e inflorescencias (Cutipa, 2013). Las hojas tienen cinco grandes
nervaduras, forma cordiforme, orbiculadas, truncadas y reniformes. El tallo es siempre
ondulado y retorcido, estd recubierto de corteza vieja y puede alcanzar dimensiones
considerables (Nufiez, 2012). Las flores de la vid se agrupan en inflorescencias en racimo,
son muy pequefias, verdes y hermafroditas en la mayoria de los casos. El origen de los
zarcillos es el mismo que el de las inflorescencias, pudiéndosele considerar una
inflorescencia esteéril y con frecuencia tienen varios botones florales (Rubio, 2011). El fruto
se encuentra agrupado en racimos Yy se trata de una baya en forma esférica o ligeramente
alargada que presenta un peso y tamario variable, sin olor especifico. Cada fruto posee de dos
a cuatro semillas, con una cascara constituida por una fina cuticula recubierta de una capa

cerosa (Franco y Cruz, 2012).

La uva es un frutal de climas templados, pero puede desarrollarse todo el afio en
climas tropicales (Gandarilla, Rivas y Fernandez, 2014). Con respecto al suelo, para el cultivo
de la vid se requiere que la topografia del terreno sea plana, con una profundidad del suelo
superior a 70cm y no presentar impermeabilidad en el fondo del terreno y debe tener buen
drenaje, con pH neutro. Otros de los requerimientos del cultivo incluyen temperaturas de
aproximadamente 25 °C con una minima de 10 °C y una maxima de 35 °C y luminosidad de
1 200 a 1 800 horas distribuidas durante el afio, precipitaciones de 350 a 600 mm (Martinez,
2017; Valero, 2017).

Las principales plagas presentes en el cultivo de la vid son la ericnosis o verruga
(Eriphyies vitis), el gorgojo barrenador de ramas (Neoterius fairmairei), el gorgojo
barrenador (Neoterius sp.), el taladrador de la vid (Nicaprate scabra), el gusano cornudo

(Euphorma vitis) y la arafiita roja (Panonychus citri). Por otra parte, los patdgenos mas
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comunes en el cultivo de uva son Oidium (Uncinula nicator), Agalla de la corona
(Agrobacterium tumefaciens), cercospora (Cercospora vitis), Podedumbre gris (Botrytis
cinérea), mildiu (Plasmophora vitifoliae), Antracnosis (Gloesporium ampelophagum) y los
virus hoja enrollada (Grape leafroll virus) y hoja abanico (Grape fanleaf virus) (Huallanca,
2012).

Entre las especies de nematodos presentes en el cultivo de la vid se encuentran
Scutellonema brachyurum, Rotylenchus reniformis, Pratylenchus elaschitus, Criconemoides
morgensis, Xiphinema floridae y H. dihystera (Gandarilla, Rivas y Fernandez, 2014; Jima,
2018).

VI.  Anélisis morfologico y morfométrico de especies de nematodos

Un estudio cualitativo y cuantitativo de caracteres que definen a un organismo se
denomina caracterizacion, que puede ser realizado por la identificacion de caracteres
morfologicos, fisiologicos, de comportamiento y genéticos. Este tipo de investigaciones
posibilita un reconocimiento de los organismos aislados mas adaptados a una localidad
especifica y facilita un entendimiento de las relaciones patdégeno-hospedero a traves de
informaciones relacionadas a la variacion de la estructura poblacional (Sosa, Tirano y
Arantes, 1998).

Los pardmetros utilizados para la caracterizacion de especies de nematodos se
conocen como Formulas De Man o indices DeMan, de los cuales son mas relevantes: nimero
de especimenes en los cuales estan basadas las medidas, longitud total del cuerpo, porcentaje
de la posicion de la vulva al extremo anterior, diametro mayor del cuerpo, distancia de la
base de las glandulas esofagicas al extremo anterior del cuerpo, longitud del estilete, largo
de la cola, diametro del cuerpo a nivel del ano, distancia del fasmidio al ano en relacion a la

longitud de la cola (Universidad de California, s.f).

La determinacion morfoldgica y morfométrica de nematodos fitopatdgenos en los

laboratorios de diagnostico, resulta complicada dado el amplio rango de especies existentes.
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En los ultimos afios, se han desarrollado técnicas moleculares (sobre todo para la
identificacion de las especies mas importantes) que facilitan enormemente el diagndstico, por
lo que se estan implementa para su uso ordinario. Antes de caracterizar un determinado
nematodo mediante un marcador molecular apropiado es necesario extraer su ADN, por eso
se considera este paso como el mas critico a la hora de aplicar técnicas moleculares (Mansilla
et al, 2004). Las herramientas de biologia molecular se utilizan con mayor frecuencia para la
separacion de especies y patotipos de nematodos. Algunas de estas herramientas incluyen la
técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) con
imprimadores especificos (Vejl, Skupinova, Sedlak y Domkérova, 2002).

VII.  Analisis molecular de especies de nematodos

Técnica PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es la técnica mas comunmente
empleada en biologia molecular para la amplificacion de ADN, en la cual se lleva a cabo una
reaccion enzimatica in vitro que amplifica millones de veces una secuencia especifica de
ADN (Berrecil et al., 2015). El procedimiento consiste en realizar ciclos repetitivos de
desnaturalizacion del ADN molde, el alineamiento de dos oligonucleétidos con las
secuencias complementarias al ADN de interés y la extension mediante la accién de una
ADN polimerasa (Arredondo, 1993).

El elemento principal en la PCR es el ADN, cuya naturaleza quimica ofrece ventajas
para su manipulacién. En la reaccion, el templado son las cadenas de ADN que se separan y
funcionan como molde para que la enzima sintetice las nuevas cadenas que llevan la
secuencia blanco de interés. Por su parte, la ADN polimerasa se encarga de la catéalisis de la
reaccion, sintetizando las nuevas cadenas de ADN que llevan la secuencia blanco. Para que
la enzima funcione con alta especificidad y la reaccién transcurra exitosamente, también se
necesita de elementos denominados primers, dNTPs, Mg+, buffer y H,O. (Tamay de Dios,
Ibarra y Velasquillo, 2013).
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La reaccion consta por lo general, de una treintena de ciclos repetitivos conformado
cada uno de varios pasos. El primer paso consiste en la ruptura de los puentes de hidrégeno
del ADN para desnaturalizarlo, incubandolo a una temperatura de 94°C por un periodo
aproximado de un minuto; en este paso se exponen las bases nitrogenadas del ADN blanco
(Rodriguez y Barrera, 2004). La temperatura puede variar significativamente ya que va a
depender de la temperatura de recocido de los imprimadores que se estén utilizando. Por
altimo, se utiliza una temperatura de extension (72°C) en la cual la ADN polimerasa va a
producir bandas complementarias a partir de los imprimadores hasta que la polimerizacién
sea interrumpida cuando empieza el segundo ciclo con 94°C (Klug, Cummings & Spencer,
1999).

En el segundo paso se van a generar cuatro bandas simples de ADN de las cuales cada
una de ellas se van a unir los imprimadores y al incrementar la temperatura a 72°C, la ADN
polimerasa nuevamente comenzara a polimerizar nucle6tidos. Dos de las cuatro bandas seran
idénticas a las obtenidas en el primer paso por lo que finalizaran la polimerizacion cuando se
inicie un nuevo ciclo, las otras dos bandas lo haran justo donde el imprimador estd unido.
Los ciclos siguientes generaran cuatro bandas nuevas: dos cortas y dos largas (Klug,

Cummings & Spencer, 1999).

La principal ventaja de la técnica de PCR radica en que permite generar millones de
copias de la region de interés a partir de una 0 muy pocas copias del ADN molde. Es una
técnica muy robusta debido en gran medida a la gran capacidad de los oligonucleotidos de
unirse firme y especificamente a sus secuencias complementarias de ADN discriminado entre

centenares de millares de sitios (Serrato, Flores, Aportela y Sierra, s.f).

El desarrollo de esta técnica permite estudiar y manipular mejor al ADN, facilitando
el establecimiento de protocolos experimentales en biologia molecular. El progreso de esta
técnica ha sido muy notable y ha ido en paralelo con los nuevos retos para estudiar y
comprender mejor el rol de los genes, tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas.

Por ello, difundir los fundamentos de la PCR es un primer paso para conocer una de varias
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herramientas tecnoldgicas con las que se cuenta para el estudio de los &cidos nucleicos
(Tamay de Dios et al., 2013).

Secuenciacion de ADN

En la doble hélice de ADN, cada una de las cadenas es un polimero integrado por
miles o incluso millones de nucleodtidos. Cada nucleétido estd formado por un azucar
(desoxirribosa), una base nitrogenada que puede ser adenina (A), timina (T), citosina (C) o
guanina (G) y un grupo fosfato (Méarquez, Serrato y Cerritos, 2011). Las cuatro bases
quimicas que forman se unen siempre con la misma pareja para formar “pares de bases”. Por
lo tanto, la adenina siempre forma pareja con la timina y la citosina con la guanina. Este
emparejamiento es la base para el mecanismo mediante el cual las moléculas de ADN se

copian cuando las células se dividen (National Human Genome Research Institute, 2019).

El orden que tienen estos nucledtidos es lo que se denomina secuencia. La
secuenciacion hace referencia a las técnicas y métodos empleados para determinar dicha
secuencia. Conocer el orden de los nucleotidos es una herramienta con una infinidad de
aplicaciones porque la diferencia fundamental entre todas las moléculas de ADN que forman
el material genético de los seres vivos es precisamente la secuencia de las cuatro bases

nitrogenadas (Marquez, Serrato y Cerritos, 2011).

La estrategia basica de la secuenciacion de acidos nucleicos incluye la degradacion
especifica y el fraccionamiento de los polinucledtidos de interés a fragmentos
suficientemente pequefios que posteriormente son secuenciados. Por dltimo, involucra el
ordenamiento de los fragmentos a través de la repeticion de los pasos anteriores, usando un
procedimiento de degradacién que produce una serie de fragmentos de polinucleo6tidos que

traslapan el punto de corte en la primera serie (Necochea y Canul, 2004).
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Analisis filogenético

El fenotipo es la manifestacion externa de un genotipo y esta condicionada por el
efecto del ambiente. Asi, las determinaciones fenotipicas requieren de ensayos relativamente
complicados para descontar el efecto de este y su interaccién con el genotipo. Con el
genotipado, y dada la posibilidad que proporciona los marcadores moleculares de comparar
un gran nimero de caracteres homdlogos independientes del ambiente, se ha facilitado en
gran medida la realizacion de estudios filogenéticos tanto para delimitar la integridad de las
especies y confirmar su estatus taxonémico, como para testar hipétesis evolutivas (Lopez,
2016).

La inferencia filogenética a partir de secuencias de ADN es una forma de establecer
las relaciones evolutivas entre organismos. La finalidad del analisis filogenético es producir
hipotesis “comprobables” de las relaciones genealogicas entre grupos monofiléticos de
organismos. Estd basado principalmente en la “descendencia comin”, es decir, la genealogia
estricta (LOpez y Pérez, 1999). En general, el proceso de analisis filogenético comprende
cuatro pasos basicos que normalmente se ejecutan en el siguiente orden: 1) alineacion de
secuencias, 2) determinacion del modelo evolutivo, 3) inferencia del arbol filogenético y 4)

evaluacion de la robustez de los diferentes grupos (Carranza, 2002).

El arbol filogenético (dendrograma) consta de ramas y nodos que conectan dichas
ramas entre si segun su relacion ancestro-descendiente. Las ramas terminales corresponden
a las secuencias actuales (observadas) y las ramas internas representan sus ancestros
hipotéticos. Su longitud refleja la cantidad de cambio acumulado. La rama mas interna, el
ancestro comun, representa la raiz del arbol y es esencial para dotar de un sentido histérico
al mismo. Los métodos de reconstruccion filogenética a partir de secuencias producen arboles
sin raiz. La forma mas recomendable de enraizar un arbol es incluyendo una secuencia
externa al grupo de interés que lo dote de polaridad. La eleccidn del grupo externo requiere
de informacion adicional, como la deriva de estudios morfolégicos o taxonémicos (Abascal,

Irisarri y Zardoya, 2014).
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METODOLOGIA

l. Recolecta de las muestras

Se recolectaron muestras de suelo de la rizosfera de seis cultivos agricolas
distribuidos en la Region Huetar Norte, Region Huetar Atlantica, Region Central, Region
Pacifico Central y Region Brunca. Durante la ejecucion de la tesis se realizaron varias giras
de campo en parcelas dedicadas a la produccion de pifia, platano, banano, arroz, citricos y
uva. En la Tabla 1, se detallan los sitios de recolecta asi como algunas caracteristicas de

importancia con respecto a latitud, longitud, altitud, temperatura y precipitacion.

Tabla 1. Coordenadas geograficas y condiciones climaticas de cada una de las zonas de
recolecta de muestras.

Altitud Temperatura Precipitacion

Cultivo Localizacion Latitud Longitud (Max/Min) (mm)
(msnm) A
C anuales
Uva 0208, SaMa AN, goro s 8401197 863 20/19°C 139
San José

Pital, San Carlos,

Pifa Alajuela 10°27'11"N 84°16'40"E 158 25/18°C 341

Citricos & VIMeeN LOS 1 hoonoen 84°2019"E 310 32/22°C 149
Chiles, Alajuela

Banano o lgradicaral gopa o gse073aE 17 33/22°C 119
Puntarenas

Arroz Paso Canoas, 8°32'10'N  82°50'42"E 130 33/23°C 355
Puntarenas

Platano  Talamanca, Limén 9°39'09"N  82°45'08"E 36 31/22°C 249

Fuente: Boletin “Resumenes climatologicos”, IMN (2016).

Entre 15 y 20 submuestras fueron recolectadas dependiendo del tamafio y las
condiciones de la parcela hasta obtener aproximadamente una muestra de 1-2 kg de suelo.
Las submuestras se tomaron con barreno mediante un muestreo sistematico en zig zag entre

los 30 cm a 50 cm de profundidad. Posteriormente, las muestras fueron llevadas en una
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hielera al laboratorio de Nematologia de la UNA, para evitar cambios bruscos de temperatura

y para su posterior procesamiento.

1. Extraccion y montaje de nematodos

Las muestras de suelo y raices se procesaron mediante el método de tamizado y
centrifugacién en solucion azucarada (Caveness & Jensen, 1955). Se tomd una submuestra
de 100 gramos de suelo la cual se colocé en una cubeta y se lavé directamente a presion bajo
un chorro de agua. La suspension resultante se dejé reposar por 30 segundos y
posteriormente, se decant6 sobre un juego de tamices de 100 y 400 micras respectivamente.
La operacion se repitié una vez mas con el suelo remanente en la cubeta. El suelo retenido
en la criba de 400 micras, fue transferido a un tubo de centrifuga de 50 mL con ayuda de una
pizeta y se centrifugd durante 3 minutos a 3000 r.p.m. Se decanté cuidadosamente el
sobrenadante y se agreg06 una solucion de azucar (484 g/L) el cual se agité vigorosamente.

Posteriormente, se volvio a centrifugar durante 30 segundos mas.

El sobrenadante se hizo pasar por una criba de 500 micras y se lavo con suficiente
agua para eliminar el exceso de azucar adherida a los nematodos y asi evitar la
plasmolizacion, es decir, que el nematodo perdiera sustancias de su contenido al medio y se
arrugara. Los nematodos recuperados fueron transferidos a un plato de conteo o siracusa para
su observacion y conteo. Posteriormente, los nematodos se fijaron en formaldehido al 4% a
70°C vy se infiltraron con glicerina anhidra utilizando el método modificado rapido de
Seinhorst (Seinhorst 1959; Seinhorst, 1962). A continuacion, los nematodos se montaron en
laminas permanentes de Cobb mediante la técnica de anillo de parafina (s'Jacob & van
Bezooijen 1984) para su observacion y preservacion. Todas las laminas elaboradas, se
depositaron en la coleccion de nematodos del Laboratorio de Nematologia de la Escuela de

Ciencias Agrarias de la UNA.
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I1l.  Identificacién morfolégica y morfométrica

La observacion de hembras y machos se realizé en un microscopio Nikon eclipse 80i
y los datos morfométricos se mostraron en pum con un micrémetro ocular a 40x y 100x de

magnificacion.

En el caso de las hembras, se tomaron en cuenta los siguientes criterios: Longitud
total del nematodo, anchura méaxima del cuerpo, longitud de la faringe, longitud del estilete,
longitud del cono, longitud de la cola, anchura y altura de la regién labial, longitud del poro
excretor, didmetro del cuerpo anal, nimero de anillos en la cola, posicion del fasmidio, ancho
del cordon lateral, entre otros. Con respecto a los machos, se tomaron en cuenta los siguientes
criterios: Longitud total del nematodo, anchura méaxima del cuerpo, longitud de la faringe,
longitud del estilete, longitud del cono, longitud de la cola, anchura y altura de la region
labial, longitud del poro excretor, ancho del cordon lateral, longitud de la espicula y longitud
del gubernaculo. Ademés de las medidas se calcularon los siguientes ratios de deMan: a:
longitud del cuerpo/anchura del cuerpo, b: longitud del cuerpo/ longitud del eséfago, c:
longitud del cuerpo/ longitud de la cola, ¢”: longitud del cuerpo/ anchura del cuerpo a la altura

del ano, V%: distancia extremo anterior a la vulva /longitud del cuerpo.

De los datos obtenidos de las mediciones anteriores se realizé un analisis estadistico
descriptivo en el que se obtuvo el promedio, desviacion estandar, datos maximos y minimos
de cada poblacion de nematodos perteneciente a cada sitio muestreado. La combinacion entre
los diferentes métodos (taxondmicos y moleculares) permitié la correcta identificacion de
cada una de las especies y permitio agrupar o separar las especies de Helicotylenchus segun

el cultivo y region de procedencia.
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V. Identificacién molecular

Extraccién de ADN, PCR y secuenciacion

Se utilizaron alrededor de 10 individuos de Helicotylenhus de cada cultivo
muestreado, los cuales fueron colocados en un contador para nematodos y observados bajo
un microscopio invertido (Olympus® CK30-F100). Cada nematodo fue tranferido con una
microaguja a un tubo de microcentrifuga de 0,2 ml con 47 pl de M Tris-HCL pH. 8.0 (2.0
M) y 3 ul de proteinasa K (20 mg/ml). Se colocé cada tubo en un bafio ultrasénico (Bransonic
2510 ultrasénico, Branson Ultrasonidos) con agua destilada y se incubd durante 10 minutos
a 60 °C. Seguidamente, se incubo durante 30 minutos a 60 °C en un termociclador y después
se mezcld en un agitador tipo vortex. Posteriormente, se incubo a -20°C durante 15 minutos,
a 90°C durante 10 minutos y se agito en el vortex. Se incubd 15 minutos a -20°C y por Ultima
vez a 90°C durante 10 minutos. Finalmente, se centrifugd cada tubo (correspondiente a la
poblacion de cada uno de los cultivos en estudio) por 2 minutos a 2000 rpm y se procedi6 a
tomar 45 pl de la suspension de ADN resultante de cada tubo, el cual se tranfirié a un nuevo
tubo de microcentrifuga para ser alamacenado a -20°C (Solano, Beacham, Thomas,
Steinberger & Hanson, 2013).

Por medio de la PCR se amplifico el dominio D2-D3 de la region 28S del ADN
ribosomal (ADNTr) con los cebadores D2A (5’-ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3") y
D3B (5’-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3’) (Castillo et al., 2003; He et al., 2005;
Palomares-Rius et al., 2008). Ademas, se amplifico la region ITS entre los genes ribosomales
nucleares con los cebadores TWS81 (5’-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3’) y AB28 (5°-
ACGAGCCGAGTGATCCACCG-3’) (Subbotin et al, 2015).

Los productos de PCR se purificaron previos a la secuenciacion con el kit EXoSAP-
IT (Affmetrix, productos USB) y la cuantificacién del ADN se realizé por medio de un
espectrofotometro  Nanodrop (Nanodrop Technologies, Wilmington, USA). La
secuenciacion se llevé acabo en un secuenciador multicapilar de ADN (analizador genético
Modelo 3130XL; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando el BigDye

29



Terminator Sequencing Kit v.3.1 (Applied Biosystems®). Las secuencias se editaron y se
alinearon con el programa BioEdit v. 7.2.5 (Hall, 1999) y se ensamblaron con el programa
seqmanPRO v.9.0. Cada secuencia se compard con otras secuencias reportadas para especies
de Helicotylenchus depositadas en el GenBank® y se calcularon los porcentajes de similitud
y divergencia entre ellas. Cada secuencia obtenida en este estudio se incorporoé a la base de
datos del GenBank®.

El analisis filogenético

Para los anélisis filogenéticos se utilizaron las secuencias de las regiones 28S e ITS
del ADNr de las diferentes especies de Helicotylenchus reportadas en el GenBank. Los
taxones y grupos externos que se utilizaron para analizar las secuencias de los segmentos de
expansion D2-D3 de la region 28S del ADNr fueron los mismos que utilizaron Subbotin et
al. (2008) y Palomares-Ruis et al. (2014). En el caso de la region ITS, se utilizo la especie
Nacobbus aberrans como grupo externo para esta filogenia. Se hicieron alineamientos
multiples con las secuencias de los diferentes genes con el programa MAFFT v.7.205 con
parametros ya establecidos (Katoh y Standley, 2013). Los analisis filogenéticos se realizaron
basados en el criterio de Inferencia Bayesiana (I1B) (Schwarz, 1978) por medio del programa
MrBayes v.3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2003). Se obtuvo el mejor modelo de sustitucién
de nucledtidos (modelo de evolucion de ADN) para generar los arboles con el programa
jModelTest v.2.1.7 (Darriba et al., 2012). Por ultimo, se utilizo el programa Tree View v.
2017 (Page 1996) con 1000 reemplazos para generar los arboles filogenéticos segun los

modelos de sustitucion con mayor probabilidad para cada alineamiento.

Con los resultados moleculares, se establecieron relaciones filogenéticas entre las
especies identificadas a partir de los dos marcadores moleculares utilizando los métodos de
Inferencia Bayesiana (IB). Se espera que los arboles filogenéticos generados muestren nodos
con bajo o bien, alto soporte y formacién de clados entre las especies identificadas lo que a
su vez determinard si existe una relacion o no cercana entre las especies en estudio.
Finalmente, la informacién molecular se comparé con la morfolégica y morfométrica para

obtener una correcta identificacion de cada especie encontrada en cada cultivo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El uso de distintas técnicas de identificacion (morfoldgicas, mofométricas y
moleculares), permitié conocer y caracterizar, las principales especies de Helicotylenchus
asociadas a seis cultivos agricolas de Costa Rica. La especie Helicotylenchus dihystera, se
encontro en una finca dedicada a la produccion de uva en la localidad de Pozos de Santa Ana,
en la provincia de San José. Asimismo, esta especie se identifico asociada al cultivo de pifia
en una plantacion localizada en Pital de San Carlos y al cultivo de citricos en una finca
orgénica ubicada en La Virgen de Los Chiles, ambas localidades pertenecientes a la provincia
de Alajuela. Ademas, esta especie se encontrd asociada a una plantacién de platano ubicada
en Talamanca, provincia de Limoén. La especie H. multicinctus, se encontrd en una parcela
dedicada al cultivo de banano localizada en La Tigra de Jicaral, provincia de Puntarenas.
Finalmente, mediante las tecnicas empleadas se logrd identificar Unicamente a nivel de
género a Helicotylenchus sp. asociada a una plantacion de arroz ubicada en Paso Canoas en

la provincia de Puntarenas.

l. Caracterizacion morfologica y morfométrica.

En cuanto al analisis morfométrico, se tomaron 20 hembras en cada uno de los
cultivos y de 10 machos en aquellos cultivos donde se presentaron especimenes de este
género. A partir de dichas muestras, se tomaron las respectivas mediciones basadas en los
parametros mencionados anteriormente en la metodologia. Se realiz6 un total de 2760
mediciones de acuerdo con los pardmetros a tomar en cuenta para las hembras y un total de
400 mediciones en el caso de los machos, para un total de 3160 mediciones. Con los datos
obtenidos se obtuvo el promedio, desviacion estandar y minimos y maximos de cada uno de
los criterios de estudio, lo que facilito la elaboracion de un analisis estadistico de caracter

descriptivo.

Los datos para cada uno de los parametros de medicion obtenidos en esta
investigacion coincidieron con las medidas para especies de Helicotylenchus reportadas por

otras investigaciones. No obstante, se observé que algunas de las mediciones de cada una de
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las poblaciones en estudio presentaron variaciones, dando como resultado datos mayores o
menores con respecto a los valores morfométricos descritos y establecidos para la especie.
De acuerdo con Peraza et al (2013) es comln encontrar variabilidad o superposicion de
medidas en los parametros morfométricos dentro de una misma especie y estas diferencias
estan ligadas a factores ambientales que influyen directamente con el desarrollo de individuos
de una misma poblacién. Asimismo, Castillo (2014) menciona que la morfometria puede
Ilegar a ser muy diferente dentro de ejemplares de una misma poblacién debido a la variacion

intraespecifica.

Las especies identificadas en cada uno de los cultivos muestreados, asi como los datos
obtenidos a partir de las mediciones llevadas a cabo en hembras y machos de cada poblacion,

se muestran a continuacion.

Helicotylenchus dihystera

(Cobb, 1893)
Cultivo: Pifia

Medidas: Tabla 2

Descripcion: Figura 1

Hembra

Longitud del cuerpo vario de 501 a 727,8 um, ancho maximo del cuerpo de 20,5 a
24,6 um. Medidas del labio de 3,3 a 3,9 um de altura y 5,9 a 7,2 um de diametro. El estilete
presentd una longitud de 21,7 a 23,7 um, el cono con una longitud de 9,4 a 11,5 um y un
DGO de 12,1 a 17,8 um. La longitud del poro excretor fue de 87,2 a 129,2 um, la longitud
de la faringe de 128,4 a 157,2 um y un MB de 43,5 a 58,4 um. Campo lateral con 4 lineas y
un ancho de 4,3 a 5,9 um. Porcentaje de vulva de 61,9 a 66,7% con respecto a la longitud del

cuerpo. Diametro del cuerpo anal mostrd una longitud de 10,9 a 14,5 um. Altura de la cola
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de 10,1 a 15,7 um, la posicion del fasmidio de 5,2 a 8,1 um con respecto a la cola. Longitud
de la proyeccion ventral de 3,1 a 5,8 um y de 8 a 11 anulaciones desde la abertura anal hasta
la cola.

Macho

En este estudio no se encontraron especimenes.

Helicotylenchus dihystera
(Cobb, 1893)
Cultivo: Citricos

Medidas: Tabla 2

Descripcion: Figura 2

Hembra

Longitud del cuerpo varié de 589,4 a 817,6 um, con ancho maximo del cuerpo de
20,3 a 26,6 um. Medidas del labio de 3,3 a 3,9 um de altura y 6,3 a 6,9 um de diametro. El
estilete present6 una longitud de 22,5 a 24 um, el cono con una longitud de 11 a 12,5 umy
un DGO de 11,6 a 15,1 um. Longitud del poro excretor de 100,7 a 124,9 um, la longitud de
la faringe fue de 130,8 a 164,1 umy un MB de 43 a 58,5 pum. Campo lateral con 4 lineas y
un ancho de 4,3 a 5,6 um. Porcentaje de vulva de 61,4 a 66,2% con respecto a la longitud
total del cuerpo. Diametro del cuerpo anal mostrd una longitud de 11,8 a 16,6 um. La cola
mostrd una altura de 12,3 a 17,7 um, fasmidio posicionado de 4 a 5,6 um con respecto a la
cola. Longitud de la proyeccién ventral de 4,3 a 5,6 um y de 9 a 10 anulaciones desde la

abertura anal hasta la cola.
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Macho

No se encontraron especimenes en el presente estudio.

Helicotylenchus dihystera
(Cobb, 1893)
Cultivo: Uva

Medidas: Tabla 2

Descripcion: Figura 3

Hembra

Longitud del cuerpo de 515,6 a 722,9 um, ancho méaximo del cuerpo de 20,2 a 25,5
pm. Labio con altura de 3,2a 3,9 umy 6,1 a 7 um de diametro. Longitud del estilete de 21,2
a 24,9 um, el cono con una longitud de 10,5a11,8 umy un DGO de 11,2 a 16,9 um. El poro
excretor mostro una longitud de 90,1 a 126,6 um, faringe de 133,6 a 167,7 de longitud pmy
un MB de 48,3 a 56 um. Campo lateral con 4 lineas y un ancho de 4,4 a 5,7 um. Porcentaje
de vulva de 59,1 a 65,8% con respecto a la longitud del cuerpo. Diametro del cuerpo anal de
12,2 a 16,3 um. Altura de la cola de 12,6 a 18,8 um, posicién del fasmidio de 4 a 5,5 um con
respecto a la cola. Longitud de la proyeccion ventral de 2,1 a 3,7 umy de 8 a 11 anulaciones

desde la abertura anal hasta la cola.

Macho

No se encontraron machos.
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Helicotylenchus dihystera
(Cobb, 1893)
Cultivo: Platano

Medidas: Tabla 2

Descripcion: Figura 4

Hembra

Longitud del cuerpo de 451,8 a 675,2 pum, ancho méaximo del cuerpo de 18,3 a 23,7
pm. Labio con altura de 3,1 a 3,9 um y 5,9 a 6,8 um de diametro. Longitud del estilete de
20,2 a 23,7 um, el cono con una longitud de 9,4 a 11,7 umy un DGO de 9,2 a 13 um. El poro
excretor mostro una longitud de 81,6 a 118,6 um, faringe de 122,5 a 159,7 de longitud pmy
un MB de 39,6 a 55,3 um. Campo lateral con 4 lineas y un ancho de 4,4 a 5,6 um. Porcentaje
de vulva de 61,4 a 69% con respecto a la longitud del cuerpo. Diametro del cuerpo anal de
10,4 a 15 pm. Altura de la cola de 11 a 17,9 um, posicion del fasmidio de 3,6 a 5,2 um con
respecto a la cola. Longitud de la proyeccion ventral de 2,2 a 3,5 umy de 9 a 12 anulaciones

desde la abertura anal hasta la cola.

Macho

Longitud del cuerpo vario de 402 a 655,3 um, ancho maximo del cuerpo de 16,1 a
19,5 um. Labio con altura de 3,4 a4 umy 5,3 a 6,3 um de didmetro. Longitud del estilete de
15,4 a 17,8 um, el cono con una longitud de 8,3 a 10,3 y un DGO de 9,7 a 14,6 um. El poro
excretor mostro una longitud de 76 a 95,9 um, faringe de 116,7 a 152,1 de longitud um y un
MB de 47,1 a 66 um. Campo lateral con 4 lineas y un ancho de 3,9 a 4,7 um. Altura de la
cola de 14,6 a 18,6 um. Con espicula de 16,8 a 19,9 um y gubernaculo de 4,5 a 5,8 pm.
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Diagnostico

Cuerpo en forma de espiral muy variable, desde abierta a muy cerrada; en algunas
ocasiones, cuerpo casi recto en la parte anterior. Region ceféalica hemisférica, conformada
por 4-5 anillos. Presencia de 4 lineas longitudinales que se fusionan formando una'VV o Y en
la cola; campos laterales areolados en la region faringea. Protuberancias basales del estilete
proyectadas ligeramente hacia la parte anterior. Espermatecas diferenciadas y sin
espermatozoides. Fasmidios ubicados 10-12 anillos antes del ano. Cola curvada dorsalmente
con una ligera proyeccion ventral, no bien definida (Crozzoli, 2014).

Tipo de hospedante y localidad

La especie H. dihystera se encontré en suelos en el cultivo de pifia, ubicado en Pital
de San Carlos, Alajuela, citricos en la localidad de La Virgen de Los Chiles, Alajuela, en el
cultivo de uva en la zona de Pozos de Santa Ana, San José y platano en la localidad de

Talamanca, Limon.

Otros hospedantes y localidades

Esta especie se considera cosmopolita (Crozzoli, 2002) y fue descrita originalmente
en Australia donde se encontré asociada a la cafia de azucar (Stirling, Halpin & Bell, 2011;
Crozzoli, 2014). No obstante, ha sido reportada en los cultivos de melocotdn, pera, manzana,
tabaco (Escuer y Palomo, 1991; Esparrago y Navas, 1995), citricos (Valcarce, 2015) y Olivo
(Nico, 2002) en Espafia. En Egipto se encuentra en asocio con los cultivos de anona,
remolacha, repollo, naranja agria, toronja, malanga, algodén, mango, olivo, almendro, cafia
de azlcar, tomate, berenjena y uva (Ibrahim, Mokbel & Handoo, 2010). En Estados Unidos
se encuentra asociada a banano (Brooks, 2004), frijol, ornamentales (Vargas & Rodriguez,
2001) y pastos (Subbotin et al., 2011; Cassida et al., 2005). Se ha reportado, ademas, en el
cultivo de maracuya en Nueva Zelanda (Knight, 2001), en uva y maiz en Eslovenia (Urek,
Sirca & Karssen, 2003), platano en Nigeria (Coyne et al., 2005), guayaba en Sudafrica
(Berry, Dana, Spaull & Cadet, 2009), en India en frijol, marafién (Sharma & Bhatia, 2002;
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Bhattacharya, Dasgupta & Mukherjee, 2012) y banano (Jonathan, Raguchander, Zareena &
Sundaramoorthy, 2009).

En Venezuela se encontr6 asociada a pifia, mango (Gandarilla, Rivas y Fernandez,
2014), frutales, ciruela, tamarindo (Castellano, Lugo, Casassa, Pérez y Nufez, 2014),
guayaba, aji, café, cebolla, maiz, mandarina, meldn, hortalizas, chile, tomate, pimienta, yuca
(Castellano et al., 2012; Lugo, Crozzoli, Perichi, Medina y Castellano, 2007; Lugo, Crozzoli,
Greco, Perichi y Fernandez, 2010), uva (Jiménez, Jiménez, Crozzoli y Casanova, 2012),
banano, cafia de azucar y papa (Crozzoli, 2014; Jiménez, Crozzoli y Greco, 2007). En Brasil
ha sido reportada en los cultivos de pifia (Hernandez, s.f), cafia de aztcar (Orsini et al., 2010;
De Moura, 2005), banano (Lima et al., 2013), fiame (De Moura, Santana & Rubens, 2005),
marafion (Gandarilla, Rivas y Fernandez, 2014). Asimismo, se reporta en maracuya y
pitahaya en Colombia (Ortiz, Guzman y Ocampo, 2012; Guzman, 2011) y en frijol,
frambuesa y soya en Chile (SAG, 2005). En Cuba, se encuentra asociada al cultivo de
hortalizas: pepino, tomate y chile (Fernandez et al., 2015), platano (Almarales, Martin y
Leresma, 2014), cafia de azucar (Pefia et al., 2018), palma (Li-Hung, Gandarilla y Reyes,
2011), coco, fresa, guayaba (Gandarilla, Rivas y Fernandez, 2014) y ornamentales
(Gandarilla y Fernandez, 2002). En Guatemala se reporta asociada al cultivo de cebolla
(Morales, 2017).
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Tabla 2. Comparacion de medidas morfométricas de hembras para la especie
Helicotylenchus dihystera en estudio y las de la poblacion original descrita por Cobb (1893).
Localidades: Pital de San Carlos, La Virgen de Los Chiles, Pozos de Santa Ana y Talamanca.
Region Huetar Norte, Regién Central y Region Huetar Atlantica, Costa Rica. 2018.

Hospedero Pifia (Ananas comosus) Citricos (Citrus sp.) Uva (Vitis vinifera)
Hembras (um) Hembras (um) Hembras (um)
N° 20 20 20
L 633,6+56,1 (501,0-727,8)  671,9+64,0 (589,4-817,6) 607,6+63,1 (515,6-722,9)
a 28,1+2,5 (22,6-34,5) 30,0+1,6 (28,1-34,5) 26,4+2,2 (22,2-30,9)
b 12,6+1,8 (9,8-16,3) 12,7+1,1 (10,9-15,6) 11,7+1,2 (9,6-14,1)
b 4,3+0,3 (22,6-34,5) 4,5+0,3 (3,9-5,0) 4,1+0,3(3,4-4,5)
c 50,0+4,6 (39,7-56,4) 49,2426 (42,9-52,9) 42,1+4,0 (34,7-50,0)
c' 0,94+0,1 (0,8-1,1) 1,0+0,1 (0,8-1,1) 1,0+0,1 (0,8-1,2)
\% 64,0+1,4 (61,9-66,7) 63,3+1,3 (61,4-66,2) 63,2+1,8 (59,1-65,8)
Altura labio 3,640,2 (3,3-3,9) 3,610,2 (3,3-3,9) 3,610,2 (3,2-3,9)

Diadmetro labio
Longitud estilete
Longitud cono
DGO
Longitud poro excretor
Longitud faringe
MB
Diametro méax. cuerpo
Ancho campo lateral
Altura cola
Diametro cuerpo anal
Longitud proyeccion
ventral
N° anulaciones cola
Posicion fasmidio
Espicula
Gubernéaculo

6,7+0,3 (5,9-7,2)
22,8+0,5 (21,7-23,7)
10,5+0,6 (9,4-11,5)
15,4+1,3 (12,1-17,8)
109,2+9,6 (87,2-129,2)
146,7+8,4 (128,4-157,2)
50,6+4,4 (43,5-58,4)
22,6+1,2 (20,5-24,6)
5,1+0,5 (4,3-5,9)
13,8+1,4 (10,1-15,7)
12,7+1,0 (10,9-14,5)
4,5+0,8 (3,1-5,8)

9,7+0,9 (8,0-11,0)
6,50,9 (5,2-8,1)

6,5+0,2 (6,3-6,9)
23,240,4 (22,5-24,0)
11,7+0,4 (11,0-12,5)
13,0+0,8 (11,6-15,1)
111,3+6,8 (100,7-124,9)
150,7+8,3 (130,8-164,1)
53,2+3,7 (43,0-58,5)
22,4+1,8 (20,3-26,6)
5,2+0,3 (4,3-5,6)
14,4+1,4 (12,3-17,7)
13,7+1,3 (11,8-16,6)
3,0£0,3 (4,3-5,6)

9,3+ 0,5 (9,0-10,0)
4,805 (4,0-5,6)

6,6+0,2 (6,1-7,0)
22,8+1,0 (21,2-24,9)
11,1#0,4 (10,5-11,8)
13,7+1,7 (11,2-16,9)
105,7+9,4 (90,1-126,6)
147,8+9,5 (133,6-167,7)
52,2+2,4 (48,3-56,0)
23,1+1,7 (20,2-25,5)
5,2+0,4 (4,4-5,7)
15,2+1,9 (12,6-18,8)
14,5+1,0 (12,2-16,3)
3,130,5 (2,1-3,7)

9,3+1,2 (8,0-11,0)
4,9+0,4 (4,0-5,5)

L: Longitud total del cuerpo. A: L/diametro max. cuerpo. B: L/MB. b’: L/Longitud de la faringe. C: L/Didmetro
del cuerpo anal. ¢’: Diametro del cuerpo anal/Altura de la cola. V: Porcentaje de vulva. Didmetro del labio: ancho
del labio. Longitud del estilete: Desde la base de los nddulos hasta la parte anterior del estilete. Longitud del
cono: Longitud desde la base del cono (en el estilete) hasta el labio. DGO: Longitud de la base de los nddulos hasta
el orificio de la glandula dorsal. Longitud del poro excretor: Longitud desde la apertura del poro excretor hasta la
cabeza. Longitud de la faringe: Desde el final de la faringe hasta la cabeza. MB: Longitud desde el bulbo medio
hasta la cabeza. Diametro maximo del cuerpo: Ancho total del cuerpo. Ancho campo lateral: Ancho de las
lineas transversales. Altura de la cola: Desde la apertura del ano hasta el final de la cola. Didametro del cuerpo
anal: A partir de la apertura de la cola. Longitud proyeccion ventral: Longitud desde la cola hasta el final de la
proyeccion de la cola. NUmero de anulaciones de la cola: Namero de anulaciones desde la apertura del ano hasta
el final de la cola. Posicion del fasmidio: Longitud desde el fasmidio hasta el final de la cola.

*Medidas estimadas a partir de la Figura 9 de la descripcién original para la poblacién tipo, Cobb 1893; Sher

1961
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Figura 1. Fotomicrografias de la especie H. dihystera identificada en pifia de Pital, San Carlos, Alajuela. A, B, C. Regidn
anterior de hembras mostrando el estilete (e) y los nédulos (n). D, E, F, G, H I. Region posterior de hembras mostrando el
ano (a). J. Hembra completa mostrando el estilete (e), el bulbo medio (bm), la vulva (v) y el ano (a). Escalas A, B, C, D,

E,F, G, H,I:20 um. J: 50 pm.
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Figura 2. Fotomicrografias de la especie H. dihystera identificada en citricos de La Virgen de los Chiles, Alajuela. A, B, Cy D. Region anterior
de hembras mostrando nddulos (n), el estilete (e) y el orifico de la glandula dorsal (ogd). E, F, G, H. Region posterior de hembras mostrando el
ano (a). I. Hembra completa mostrando el estilete (e), el orificio de la glandula dorsal (ogd), el bulbo medio (bm), el poro excretor (pe), la vulva

(v) yelano (a). Escalas A, B, C, D, E, F, G: 20 um. I: 50 um.
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Figura 3. Fotomicrografias de la especie H. dihystera identificada en uva de Pozos de Santa Ana, San José. A, B, C. Regidn anterior de
hembras mostrando los nddulos (n) y el estilete (e). D, E, F, G, H I. Regién posterior de hembras mostrando el ano (a). J. Hembra
completa mostrando el estilete (e), el bulbo medio (bm), el poro excretor (pe), la vulva (v) y el ano (a). Escalas A, B, C, D, E, F, G, H,

I: 20 um. J: 50 pum).




Figura 4. Fotomicrografias de la especie H. dihystera identificada en platano de Talamanca, Limon. A, B, C. Region anterior de
hembras mostrando los nddulos (n), el orifio de la glandula dordal (ogd) y el estilete (e), y D, E, F. Regién posterior de hembras
mostrando el ano (a). G, H I. Regidn posterior de machos mostrando la espicula (es), el gubernaculo (g) y la bursa copulatoria (bc). J.
Hembra y macho completo. Hembra mostrando el estilete (e), el bulbo medio (bm) y la vulva (v). Macho mostrando la espicula (es)
y la bursca copulatoria (bc). Escalas A, B, C, D, E, F, G, H, I: 20 um. J: 50 pm). 42



Los resultados obtenidos a partir del analisis morfométrico de las poblaciones en
estudio para la especie H. dihystera asociada a los cultivos de pifia en Pital de San Carlos,
citricos en Los Chiles, uva en Santa Ana y platano en Paso Canoas, permitieron realizar una
comparacion descriptiva entre las medidas morfométricas obtenidas en la presente
investigacion y las descritas por Cobb (1893) para la poblacién tipo, Fortuner (1984) y los
estudios realizados por Crozzoli (2014) en Venezuela.

Las medidas morfométricas obtenidas en el presente estudio presentaron similitud y/o
concordancia con las descritas originalmente por Cobb (1893) para las hembras de H.
dihystera. En el caso de la longitud del nematodo present6 un rango de 610,0-860,0 um,
porcentaje de vulva entre 60,0-66,0%, longitud del estilete de 24,5 a 27,5 um, didmetro del
labio 6,32 pum, medida de DGO de aproximadamente 14,21 um, cono con 9,7 um de longitud,
poro excretor con 126,66 um de largo, longitud de faringe de 143,33 um, ancho del campo
lateral (lineas transversales) de 5,29 um, altura cola (12,94 pm), diametro del cuerpo anal
11,76 um, de 6 a 12 anulaciones en la cola, longitud de la proyeccion ventral de 4,71 umy
posicion del fasmidio de 5,88 um. Asimismo, también coincidieron las medidas de los radios
a,b’, cyc’, exceptuando el radio b, el cual presentd una medida por encima de los 5,1 a 6,4
pm de la poblacidn tipo, esto dltimo también se presento en la medida de la altura del labio,

la cual fue mayor a los 2,37 pum.

Las medidas correspondientes a los machos de H. dihystera de la poblacion en
estudio, presentaron valores similares (o aproximados) a los descritos en la poblacion tipo:
longitud del nematodo de 590 a 650 um, longitud del estilete de 22 a 27 um, espicula de 20-
23 um y gubernaculo de 7-8 um, el cual es evidentemente mayor en la poblacion tipo. Los
radios a (25-32 um), b’ (4,2-4,9 um) y ¢ (31-33 um) también presentaron concordancia. Cabe
destacar que, segun Muller, Gooch, Siddigi & Hunt (1977), los machos en esta especie son

extremadamente raros de encontrar y no son esenciales para la reproduccion.
Fortuner (1984) menciona que H. dihystera (junto a H. pseudorobustus) es una de las

especies que mejor representa al género Helicotylenchus, debido a que sus medidas

morfométricas se encuentran dentro del rango promedio establecido, en comparacion con
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otras especies del mismo género. En otras palabras, H. dihystera es considerada la especie
tipo del género Helicotylenchus.

Este nematodo se considera ectopardsito (semiendoparasito); no obstante, puede
comportarse como endoparasito migratorio, completando su ciclo en la raiz (Carvajal, 2009).
Es una de las especies mas comunes en cultivos en el mundo, generalmente lesiona la
superficie de las raices y dependiendo de la suculencia de las mismas, puede penetrar
completamente en el tejido cortical. Sin embargo, solo se ha comprobado su patogenicidad
en el cultivo de cafia de azUcar (causa deformaciones radicales y retraso en el crecimiento de
la planta). En el cultivo de olivo induce lesiones necroticas en la parte externa de la zona
cortical y en guayaba, reduce la altura de la planta y el tamario de las hojas (Lugo, Crozzoli,
Perichi, Medina y Castellano, 2007; Crozzoli, 2014).

En cuanto a los cultivos en estudio, H. dihystera puede influir en los rendimientos y
la calidad de la pifia cuando se encuentra en altas densidades junto a otros géneros y especies
como P. brachyurus, M. incognita y R. reniformes. Afecta el sistema radical de la planta,
destruye los pelos radicales y las raices secundarias, lo que conduce a la formacion de un
sistema radical pobremente desarrollado con poco anclaje y poca capacidad de absorcion de
agua y nutrientes. Todo esto se traduce a un deterioro general de la planta, manifestandose
en una marcada reduccion de la tasa de crecimiento, poca emergencia de hijos y disminucion
del tamafio y peso del fruto (Vera, Maicelo, Guevara y Oliva, 2017). Esta especie ocasiona
un deterioro progresivo de la raiz de platano, lo que provoca pérdida de vigor, reduccién de
la longevidad y disminucion del rendimiento de la planta (Guzman, 2011; Chandra,
Balamohan, Poormina, Velalazan & Seenivasan, 2014). En los cultivos de uva y de citricos
no existen estudios relacionados con la posible patogenicidad de H. dihystera (Jiménez,

Jiménez, Crozzoli y Casanova, 2012).
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Helicotylenchus multicinctus
(Cobb, 1893)
Cultivo: Banano

Medidas: Tabla 3

Descripcion: Figura 5

Hembra

Longitud del cuerpo vario de 342 a 495,2 yum, ancho méximo del cuerpo de 15,4 a
19,5 pum. Medidas del labio de 3,0 a 3,9 um de altura y 5,7 a 6,6 um de diametro. El estilete
presento una longitud de 19,1 a 22,2 um, el cono con una longitud de 8,1 a 13,8 um y un
DGO de 7,1 a 9,0 um. La longitud del poro excretor fue de 56,9 a 89,3 um, la longitud de la
faringe de 101.1 a 125,4 um y un MB de 40,2 a 52,2 um. Campo lateral con 4 lineas y un
ancho de 3,9 a 4,4 um. Porcentaje de vulva de 64,1 a 70,3% con respecto a la longitud del
cuerpo. Diametro del cuerpo anal mostré una longitud de 9,3 a 13,5 um. Altura de la cola de
8,6 a 12,8 um, la posicion del fasmidio de 3,7 a 4,9 um con respecto a la cola. Longitud de
la proyeccion ventral de 1,4 a 2,7 umy de 9 a 11 anulaciones desde la abertura anal hasta la

cola.

Macho

En el caso de esta especie, si se encontraron machos y la longitud del cuerpo vario de
466, a 459,6 um, ancho maximo del cuerpo de 14,3 a 16,2 um. Labio con altura de 2,1 a 3
pumy 5,2 a 6,3 um de didmetro. Longitud del estilete de 17,2 a 19,1 um, el cono con una
longitud de 8,4 a 9,9 y un DGO de 6,5 a 7,9 um. El poro excretor mostré una longitud de
58,5 a 88,1 um, faringe de 100,0 a 115,3 de longitud pm y un MB de 40,3 a 52 um. Campo
lateral con 4 lineas y un ancho de 3,9 a 4,4 um. Altura de la cola de 11 a 15,1 um. Con

espicula de 16,1 a 18 um y gubernaculo de 3,2 a 3,9 um.
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Diagnostico

Cuerpo arqueado con forma de C, anulaciones distintivas en la mitad del cuerpo,
campos laterales no areolados con 4 incisuras, region labial hemisférica y ligeramente
compensada, marco cefalico fuertemente esclerotizado. Tubo guia del estilete prominente y
bulboso, estilete con nddulos basales prominentes (Siddiqi, 1973), poro excretor en la base
de la region faringea. Espermateca con espermatozoides. Fasmidios ubicados de 2-3 anillos
antes del ano, cola con terminacion hemisférica de 6 a 13 anillos de largo. Macho similar a
la hembra, con testiculo sencillo extendido, espermatozoides pequefios y redondos, bursa
caudal corta y con bordes dentados (Crozzoli, 2014).

Tipo de hospedante y localidad

La especie H. multicinctus fue identificada en asocio con el cultivo de banano, en la

localidad de La Tigra de Jicaral, provincia de Puntarenas, Costa Rica.

Otros hospedantes y localidades

H. multicinctus es la segunda especie mas difundida en el cultivo de las muséceas,
actualmente esta diseminada en todas las regiones tropicales y subtropicales de los cinco
continentes (Crozzoli, 2014). Se ha encontrado asociada a dicho cultivo en Venezuela
(Crozzoli, 2002; Castellano et al., 2012; Martinez, Delgado, Rodriguez, Hernandes y Del
Valle, 2008), Ecuador (Delgado, 2013), Brasil (Tomazini, Ferraz & Monteiro, 2008; Neves,
Diaz & Barbosa, 2009; Lima et al., 2013; ), Perd (Holguin, 2018), Bolivia (De Waele,
Stoffelen y Krestemont, 2006), Colombia (Guzman y Castafio, 2004; Castillo, Araya y
Patifio, 2010), México (Lara, Nufiez, Lépez y Carrion, 2015), Cuba (Fierro, Draguiche y
Ramirez, 2006; Almarales, Martin y Leresma, 2014), Estados Unidos (Brooks, 2004; Wang
& Hooks, 2009), Egipto (Lima et al., 2013), Sudafrica (Daneel et al., 2015), Nigeria (Van
Dessel, Coyne, Dubois, De Waele & Franco, 2011; Coyne, Omowumi, Rotifa & Afolami,
2013) Uganda (Kashaija, Mclntyre, Ssali & Kizito, 2004; Elsen et al., 2004; Talwana,
Speijer, Gold, Sweennen & De Waele, 2006), Ghana (Brentu et al., 2004; Brentu, Amoatey
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& Oppong, 2013), Rwanda (Gaidashova, Van Asten, De Waele & Delvaux, 2009), Republica
Democrética del Congo (Kamira, Hauser, Van Asten, Coyne & Talwana, 2013), Martinica
(Chabrier, Hubervic & Quénéhervé, 2002; Chabrier, Hubervic, Jules & Quénéhervé, 2005),
India (Krishnamoorthy, Kumar, Poornima & Soorianathasundaram, 2005; Shanti &
Rajendran, 2006), Turquia (Karakas, 2007) y Grecia (Tzortzakakis, Cantalapiedra, Castillo,
Palomares & Archidona, 2017).

También, se ha reportado asociada a los cultivos de avena y frijol en Estados Unidos
(\Vargas & Rodriguez, 2001), citricos en Espafia, uva en Eslovenia y Grecia (Urek, Sirca &
Karssen, 2003; Tzortzakakis, Cantalapiedra, Castillo, Palomares & Archidona, 2017),
citricos, mango, guayaba y uva en Egipto (Lima et al., 2013; Gandarilla Rivas y Fernandez,
2014). En Venezuela se encuentra en platano, guandbana, tamarindo y yuca (Castellano et
al., 2012; Crozzoli y Perichi, 2007). En Cuba se reporta en cafia de azucar (Almarales, Martin
y Leresma, 2014; Pefia et al., 2015), coco, guayaba (Gandarilla, Rivas y Fernandez, 2014),
frijol (Hernandez, Rodriguez y Holgado, 2018) y palma (Li-Hung, Gandarillay Reyes, 2011).
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Tabla 3. Comparacion de medidas morfométricas de hembras para la especie H. multicinctus
en estudio y las de la poblacion original descrita por Cobb (1893). Localidad: La Tigra de
Jicaral, Puntarenas. Regidn Pacifico Central, Costa Rica. 2018.

Banano (Musa sp)

Cobb 1893

Hospedero Hembras (um) Machos (um) Hembras (um) Machos (um)
N° 20 10 3 2
L 432,8+44,7 (342,0-495,2) 419,3+314,4 (466,5-459,6) 470-530 470
a 24,0+2,1 (19,6-27,3) 27,1+2,0 (24,4-30,4) 24-30 29-30
b 9,4+1,2 (6,9-11,5) 9,4+1,1 (8,1-11,0) 4,7-5,4 5,2
o} 3,9+0,5 (3,0-4,8) 3,9+0,3 (3,6-4,6) 3,4-4,1 3,9
c 40,9+3,8 (33,0-47,3) 31,9+3,3 (27,9-37,4) 35-46 28-31
c' 1,0+0,1 (0,8-1,3) 0,8-1
\Y 68,1+2,1 (64,1-70,3) 65-69
Altura labio 3,4+0,3 (3,0-3,9) 2,7+0,3 (2,1-3,0) *3,75 *3,28
Diametro labio 6,3+0,3 (5,7-6,6) 5,7+0,4 (5,2-6,3) *7,5 *6,09
Longitud estilete 20,7+1,0 (19,1-22,2) 18,1+0,6 (17,2-19,1) 22-24 22
Longitud cono 10,5+1,1 (8,1-13,8) 9,2+0,4 (8,4-9,9) *11,25 *11,25
DGO 8,0+0,6 (7,1-9,0) 7,2+0,4 (6,5-7,9) *9,37 *7,96
Longitud poro excretor 73,719,6 (56,9-89,3) 68,7+8,8 (58,5-88,1) *87,14 *80,62
Longitud faringe 111,048,0 (101,1-125,4) 107,145,6 (100,0-115,3) *121,42 *113,43
MB 46,3+0,3 (40,2-52,2) 44,7+3,8 (40,3-52,0) *50 *46,87
Ancho méx. cuerpo 18,0+0,9 (15,4-19,5) 15,5+0,6 (14,3-16,2) *20 *15,93
Ancho campo lateral 4,5+0,3 (4,0-5,1) 4,1+0,1 (3,9-4,4) *3,75 *3,75
Altura cola 10,6+1,4 (8,6-12,8) 13,2+1,5 (11,0-15,1) *10,78 *13,12
Diametro cuerpo anal 10,741,0 (9,3-13,5) *10,31
Longitud proyeccion ventral 1,840,4 (1,4-2,7) *2,81
N° anulaciones cola 9,7+0,7 (9,0-11,0) *10-12
Posicion fasmidio 4,510,4 (3,7-4,9) *4,21
Espicula 16,6+0,6 (16,1-18,0) 17-18
Gubernéculo 3,7+0,2 (3,2-3,9) 5-6

L: Longitud total del cuerpo. a: L/diametro max. cuerpo. b: L/MB. b’: L/Longitud de la faringe. c: L/Didmetro del
cuerpo anal. ¢’: Didmetro del cuerpo anal/Altura de la cola. V: Porcentaje de vulva. Didmetro del labio: ancho del
labio. Longitud del estilete: Desde la base de los nddulos hasta la parte anterior del estilete. Longitud del cono:
Longitud desde la base del cono (en el estilete) hasta el labio. DGO: Longitud de la base de los nddulos hasta el
orificio de la glandula dorsal. Longitud del poro excretor: Longitud desde la apertura del poro excretor hasta la
cabeza. Longitud de la faringe: Desde el final de la faringe hasta la cabeza. MB: Longitud desde el bulbo medio
hasta la cabeza. Diametro maximo del cuerpo: Ancho total del cuerpo. Ancho campo lateral: Ancho de las lineas
transversales. Altura de la cola: Desde la apertura del ano hasta el final de la cola. Diametro del cuerpo anal: A
partir de la apertura de la cola. Longitud proyeccién ventral: Longitud desde la cola hasta el final de la proyeccién
de la cola. Namero de anulaciones de la cola: Nimero de anulaciones desde la apertura del ano hasta el final de la
cola. Posicion del fasmidio: Longitud desde el fasmidio hasta el final de la cola.

*Medidas estimadas a partir de la Figura 9 de la descripcién original para la poblacién tipo, Cobb 1893.
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Figura 5. Fotomicrografias de la especie H. multicinctus identificada en banano en la Tigra de Jicaral, Puntarenas. A, B, C.
Regidn anterior de hembras mostrando los nddulos (n), el estilete () y el orifio de la glandula dordal (ogd). D, E, F y G. Regién
posterior de hembras mostrando el ano (a). H I, J y K. Regidn posterior de machos mostrando el gubernaculo (g), la bursa
copulatoria (bc) y la espicula (es). L. Campo lateral (cl) con cuatro lineas. J. Hembra y macho completo. EI macho mostrando

la espicula (es) y el bulbo medio (bm). La hembra mostrando el poro excretor (pe) y la vulva (v). Escalas A, B, C,D, E, F, G,
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Los resultados obtenidos a partir del analisis morfométrico de las poblaciones en
estudio para la especie H. multicinctus asociada al cultivo de banano en Jicaral, permitieron
realizar una comparacion descriptiva entre las medidas morfométricas obtenidas en la
presente investigacion y las descritas por Cobb (1893) y Sher (1966) para la poblacién tipo,
Fortuner (1991) y los estudios realizados por Crozzoli (2014) en Venezuela.

Las medidas morfométricas obtenidas en el presente estudio, presentaron similitud
con las descritas originalmente por Cobb (1893) para las hembras de H. multicinctus:
longitud del nematodo en un rango de 470,0-530,0 um, porcentaje de vulva entre 65-69%,
longitud del estilete de 22 a 24 um, 3,75 um para la altura del labio, diametro del labio 7,5
pm, longitud del cono de 11,25 um, medida de DGO de aproximadamente 9,37 um, poro
excretor con 87,14 um de largo, longitud de faringe de 121,42 um, ancho del campo lateral
(lineas transversales) de 3,75 um, altura de la cola 10,78 pum, didmetro del cuerpo anal 10,31
pum, de 10 a 12 anulaciones en la cola, longitud de la proyeccion ventral de 2,81 pumy posicion
del fasmidio de 4,21 um. coincidieron, ademas, las medidas de los radios a, b’, ¢ y ¢’,

exceptuando el radio b, el cual posee una medida notablemente menor en la poblacion tipo.

Asi mismo, las medidas correspondientes a los machos de H. multicinctus de la
poblacion en estudio, presentaron valores similares (0 aproximados) a los descritos en la
poblacion tipo: longitud del nematodo de 470 um, longitud del estilete de 22 pm, 3,75 pm
para la altura del labio, diametro del labio 7,5 um, cono de 11,25 um de longitud, medida de
DGO de aproximadamente 7,96 um, poro excretor con 80,62 um de largo, longitud de faringe
de 113,43 um, ancho del campo lateral (lineas transversales) de 3,75 um, altura de la cola
13,12 um, espicula de 17-18 um y gubernaculo de 5-6 um, el cual es evidentemente mayor

en la poblacion tipo. Los radios a, b’ y ¢ también presentaron concordancia.

H. multicinctus representa un grupo de especies con cuerpo en forma de C, cola
conoide/redondeada y vulva mas posterior que lo habitual en el género Helicotylenchus
(Fortuner, 1991). Se encuentra en las regiones donde se cultiva banano. En areas tropicales
donde R. similis (nematodo barrenador) estd presente, esta especie es de importancia

secundaria, sin embargo, H. multicinctus podria superar numéricamente a R. similis en
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localidades donde estas dos especies coexisten (Holguin, 2018). Es considerado un nematodo
endoparéasito capaz de alimentarse y completar su ciclo biolégico en la region cortical de las
raices ocasionando la destruccion de células al inyectar secreciones digestivas que remueven
el contenido celular (Delgado, 2013, Crozzoli, 2014).

El efecto del ataque de H. multicinctus en banano ocasiona lesiones superficiales
rojizas en la epidermis y corteza. En infestaciones graves, las lesiones coalescen causando
extensas necrosis en la parte superficial de la corteza. H. multicinctus también afecta al
rizoma, lesionandolo superficialmente y pudiéndose diseminar a través de él (Crozzoli,
2014). En la parte aérea, causa reduccion en el crecimiento de la planta, alargando el ciclo
vegetativo y reduciendo la vida productiva de la plantacion después de 3 afios. Los
componentes de las pérdidas incluyen menor peso del racimo, reflejado en reducido tamafio
de los frutos, madurez retardada y pérdidas en el mercado. El volcamiento de las plantas
puede también ocurrir con altas infestaciones del nematodo (Guzman, 2011)
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Helicotylenchus sp.
Cultivo: Arroz

Medidas: Tabla 4

Descripcion: Figura 6

Hembra

Longitud del cuerpo de 503,5 a 681,1 um, ancho mé&ximo del cuerpo de 19,6 a 26,7
pum. Medidas del labio de 3,2 a 3,7 um de altura y 6,1 a 6,7 um de diametro. El estilete
presento una longitud de 20,1 a 21,7 um, el cono con una longitud de 9,2 a 10,4 um y un
DGO de 9,1 a 11,9 um. La longitud del poro excretor fue de 81,4 a 102,8 um, la longitud de
la faringe de 129,0 a 149,0 um y un MB de 46,7 a 56,6 pm. Campo lateral con 4 lineas y un
ancho de 4,6 a 5,9 um. Porcentaje de vulva de 59,6 a 63,7% con respecto a la longitud del
cuerpo. Didmetro del cuerpo anal mostrd una longitud de 11,3 a 16,5 um. Altura de la cola
de 12,6 a 17,7 um, la posicion del fasmidio de 3,9 a 5,8 pum con respecto a la cola. Longitud
de la proyeccidon ventral de 2,9 a 4,0 um y de 9 a 13 anulaciones desde la abertura anal hasta

la cola.

Macho

No se encontraron especimenes en el presente estudio.
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Tabla 4. Medidas morfométricas de hembras para la poblacion de Helicotylenchus sp. en
estudio. Localidad: Paso Canoas, Puntarenas. Region Brunca, Costa Rica. 2018.

Hospedero Arroz (Oryza sativa L.)
Hembras (um)
N° 20
L 584,1+51,1 (503,5-681,1)
a 25,7+1,0 (23,9-27,5)
b 11,5+0,9 (10,1-13,1)
b’ 4,2+0,3 (3,7-4,8)
c 43,6+3,5 (35,4-49,3)
c' 0,940,1 (0,8-1,2)
\% 61,8+1,2 (59,6-63,7)
Altura labio 3,4+0,1 (3,2-3,7)

Diadmetro labio
Longitud estilete
Longitud cono
DGO
Longitud poro excretor
Longitud faringe
MB
Ancho méx. cuerpo
Ancho campo lateral
Altura cola
Diametro cuerpo anal
Longitud clavija ventral
N° anulaciones cola
Posicion fasmidio

6,420,2 (6,1-6,7)
21,0£0,5 (20,1-21,7)
9,7+0,3(9,2-10,4)
10,740,7 (9,1-11,9)
91,8+4,9 (81,4-102,8)
138,0%5,0 (129,0-149,0)
51,0+2,8 (46,7-56,6)
22,7+2,0 (19,6-26,7)
5,2+0,4 (4,6-5,9)
14,8+1,4 (12,6-17,7)
13,4+1,3 (11,3-16,5)
3,5+0,3 (2,9-4,0)
10,5+1,0 (9,0-13,0)
4,7+0,6 (3,9-5,8)

L: Longitud total del cuerpo. a: L/diametro max. cuerpo. b: L/MB. b’: L/Longitud de la faringe. ¢: L/Diametro del
cuerpo anal. ¢’: Diametro del cuerpo anal/Altura de la cola. V: Porcentaje de vulva. Diametro del labio: ancho del
labio. Longitud del estilete: Desde la base de los n6dulos hasta la parte anterior del estilete. Longitud del cono:
Longitud desde la base del cono (en el estilete) hasta el labio. DGO: Longitud de la base de los nédulos hasta el
orificio de la glandula dorsal. Longitud del poro excretor: Longitud desde la apertura del poro excretor hasta la
cabeza. Longitud de la faringe: Desde el final de la faringe hasta la cabeza. MB: Longitud desde el bulbo medio
hasta la cabeza. Didmetro méaximo del cuerpo: Ancho total del cuerpo. Ancho campo lateral: Ancho de las lineas
transversales. Altura de la cola: Desde la apertura del ano hasta el final de la cola. Didmetro del cuerpo anal: A
partir de la apertura de la cola. Longitud proyeccion ventral: Longitud desde la cola hasta el final de la proyeccién
de la cola. NUmero de anulaciones de la cola: Numero de anulaciones desde la apertura del ano hasta el final de la
cola. Posicion del fasmidio: Longitud desde el fasmidio hasta el final de la cola.
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Figura 6. Fotomicrografias de Helicotylenchus sp. identificada en arroz en Paso Canoas, Puntarenas. A, B y C. Regién
anterior de hembras mostrando el estilete (e) y los nddulos (n) . D, E y F. Region posterior de hembras mostrando el ano (a).
G. Hembra mostrando el campo lateral (cl). H. Hembra completa mostrando el bulbo medio (bm), el poro excretor (pe), la

vulva (v) y la cola (c). Escalas A, B, C, D, E, F, G, H, I: 20 um. J: 50 pm).
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Mediante los resultados obtenidos a partir del andlisis morfoldgico y
morfométrico de la poblacion de Helicotylenchus sp. en estudio asociada al cultivo de
arroz, se logré establecer similitudes con las medidas y descripciones morfoldgicas
obtenidas por Crozzoli (2014), Subbotin et al (2015), Okki et al (2020) y Uzma, Nasira,
Firoza & Shahina (2015) para las especies H. dihystera, H. pseudorobustus y H.
caudatus: longitud del nematodo de 560 a 704 pm, porcentaje de vulva entre 58% y 69%,
longitud del estilete de 19 a 27 um, poro excretor entre 81y 135 pum, presencia de 4 lineas
longitudinales, cola curvada dorsalmente con proyeccion ventral que varia de bien
definida a no definida y nimero de anualaciones entre 7 y 13. Cabe mencionar que
Sancho y Salazar (1985) elaboraron un trabajo de reconocimiento de especies de
nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de arroz en suelos del sureste de Costa Rica,
en el cual identificaron, Unicamente a nivel de género, a Helicotylenchus sp. como el

nematodo mas comun en dichos suelos.

1. Caracterizacion molecular: analisis de secuencias Yy filogenia.

El analisis de las secuencias de las regiones 28S e ITS del ADNr obtenidas en el
presente estudio, permitio establecer concordancia con las especies de Helicotylenchus

depositadas en el GenBank® por otros investigadores.

Se identifico la especie H. dihystera asociada al cultivo de platano (AS77) en
Talamanca, Limdn; pifia (AS59) en San Carlos, Alajuela; citricos (AS61) en Los Chiles,
Alajuela; uva (AS60) en Santa Ana, San José. Esta especie present6 un 99% de similitud con
las accesiones KX822142 y MH142614 correspondientes a H. dihystera encontradas en
China y reportadas en el cultivo de morera y fiame respectivamente, (Zhang, 2017; Hou,
2018). Adicionalmente, presentd un 99% de similitud para la misma especie (MN445995)

encontrada en Birmania y asociada al cultivo de Camellia sp. (Du, Zhou, Liu & Deng, 2019).

Por su parte, se identificé a H. multicinctus asociada al cultivo de banano (AS62) en

Jicaral. Puntarenas. Dicha especie mostrd un 99% de similitud con las accesiones KF443214
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y MNO056344 correspondientes a esta especie y que fueron reportadas en el cultivo de Musa
paradisiaca en China por Xiao, Zhang & Liu, (2013) y cacao en Sudafrica por Daramola
(2019), respectivamente.

Las relaciones filogenéticas entre las especies de Helicotylenchus, obtenidas a partir
de los analisis de las regiones 28S e ITS y basadas en el criterio de Inferencia Bayesiana (I1B)
se muestran en las figuras 7 y 8. Se encontraron agrupamientos similares en la tipologia de

ambas regiones.

En el caso del dendrograma generado para las secuencias de la region 28S (figura 7),
se mostro a H. dihystera correspondiente a los cultivos de pifia (AS67), citricos (AS69), uva
(AS60) y platano (AS77) que agrupd con la accesion HM014245 asociada a Schefflera sp.
en Ft. Lauderdale, Florida, Estados Unidos; a la accesion HM014246 asociada al cultivo de
Bromelias en Goulds, Florida, Estados Unidos; a la accesion HM014247 correspondiente al
cultivo de Ficus benjamina en St. Pierce, Florida, Estados Unidos (Subbotin et al., 2011).
Finalmente, a la accesion KM506835 (cultivo no indicado) y que se localizd en Texas,
Estados Unidos (Subbotin et al., 2015).

En el caso de la especie H. multicinctus correspondiente al cultivo de banano (AS62),
agrupd con las accesiones KM603531, HM014292, DQ328745 asociadas respectivamente al
cultivo de Colocasia sp. en Vietnam (Skantar, Handuo, Akinbade, Mojtahedi & Guerra,
2015- datos sin publicar), al cultivo de Ficus benjamina en St. Pierce, Florida, Estados
Unidos (Subbotin et al, 2015) y al cultivo de Musa sp. en Sudan (Subbotin et al., 2007).

El arbol filogenético correspondiente al analisis de las secuencias de la region ITS1
(Figura 8) mostr6 a H. dihystera correspondiente a los cultivos de pifia (AS67), citricos
(AS69) y platano (DD72 y DD73) del presente estudio, agrupando con las accesiones
LC030373 y LC030374 encontradas en suelo (cultivo no indicado) en la Prefectura de
Ibaraki, Japon (Kushida & Kondo, 2015). Por su parte, la especie H. multicinctus (AS70 y
AS79) identificada en el cultivo de banano, agrup6 con la accesion KF443216 (cultivo no

indicado) y reportada en China por Xiao, Zhang & Liu, (2013).
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Con respecto a la poblacidn de Helicotylenchus presente en el cultivo de arroz (AS57
y AS76), el analisis de la amplificacion del dominio D2-D3 de la regién 28S del ADN
ribosomal (ADNr) mostré resultados porcentuales de similitud por debajo de los porcentajes
necesarios (entre 98% y 100%) para poder confirmar a cual especie pertenecia. De acuerdo
con los datos depositados en el GenBank®, las secuencias obtenidas a partir de la
amplificacion de dicha region coincidieron en un 96% con las accesiones MN764333,
MN764335y MN764337 correspondientes a la especie H. caudatus asociada a Poa pratensis
en Corea (Okki et al, 2020). Dicho porcentaje de similitud no permite indicar con certeza si
en efecto, la especie mencionada esta asociada al cultivo del arroz.

Asimismo, es importante mencionar que en la elaboracion del dendrograma, dicha
poblacion de Helicotylenchus asociada al cultivo de arroz de esta investigacion, se asocié en
un clado con la accesion KM506847 (Helicotylenchus sp. VV2) (cultivo no indicado) y que
fue reportada en Corea del Sur (Subbotin et al, 2015).

Por otra parte, en cuanto a la amplificacion de la region ITS para el cultivo de arroz,
no hubo resultado alguno debido a que se obtuvo una cantidad de nucleétidos insuficiente
para lograr una correcta identificacién. No obstante, dicha region resulta ser muy conservada
entre diferentes especies del género, por lo que se hace dificil lograr una correcta
identificacion de las mismas. Asimismo para la poblacidn en estudio asociada al cultivo de

uva, no se obtuvieron resultados en el analisis de esta region.

El programa jModelTest determiné que los mejores modelos de sustitucion de
nucleotidos para generar los arboles filogenéticos fueron el GTR+1+G y el TVM+I+G con el
criterio de 1B, para los segmentos de expansién D2-D3 del 28S ADNTr y la region ITS,

respectivamente.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las técnicas morfoldgicas (fotografias), taxonémicas, de PCR, secuenciacion y
analisis filogenético, permitieron establecer una correcta tipologia y caracterizacion de cada
una de las poblaciones de nematodos presentes en esta investigacion. EI empleo de anélisis
morfolégicos, morfométricos y moleculares, facilitaron la correcta identificacién de las

especies de Helicotylenchus asociadas a los cultivos incluidos en este estudio.

Se identifico la especie Helicotylenchus dihystera en los cultivos de pifia en Pital de
San Carlos, Alajuela, citricos en Los Chiles, Alajuela, uva en Santa Ana, San José y platano
en Talamanca, Limén. La especie Helicotylenchus multicinctus fue encontrada en el cultivo

de banano en La Tigra de Jicaral, Puntarenas.

Las secuencias del dominio D2-D3 de la region 28S presentaron mayor similitud con
accesiones pertenecientes a la especie H. caudatus. Por tanto, se recomienda realizar de
nuevo analisis filogenéticos donde se incluyan las secuencias de esta especie y las secuencias
correspondientes a la poblacidn asociada al cultivo de arroz, con el fin de conocer la forma

en que se agruparian estas secuencias.

La ITS resulta ser una region muy conservada y compartida entre especies dentro del
género Helicotylenchus, lo cual representd una dificultad para obtener resultados en los
cultivos de uva y arroz. Debido a esto, sera necesario en futuras investigaciones realizar
andlisis moleculares que permitan generar cebadores especificos para cada una de las
especies que comparten dicha region, los cuales permitan obtener porcentajes de precision
entre 98% y 100% para lograr una acertada identificacion de especies. Como alternativa, es
preciso amplificar y secuenciar otras regiones del genoma que resulten mejores para
diferenciar entre especies. Por lo anterior, se recomienda secuenciar ademas, la region 18S
del ADN.

En el presente estudio se incluyeron seis cultivos distribuidos en las regiones Huetar

Norte y Huetar Atlantico, Brunca, Pacifico Central y Central. Para futuras investigaciones,
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se recomienda incluir a la regién Chorotega, asi como incluir mas de un cultivo por region,
con el objetivo de conocer si existen diferentes especies de Helicotylenchus asociadas a
distintos cultivos en una misma region, lo que permitiria tener un registro mas amplio de

hospederos.

La correcta descripcion de especies representa un meétodo importante para la
generacién de informacién cientifica que permita llevar a cabo registros de plagas y
hospederos, su localizacién, grado de afectacion en los cultivos y el impacto en el
rendimiento de las plantaciones. De esta forma, se logra contar con suficiente informacién
para ser utilizada tanto en la deteccion de organismos patdgenos, la elaboracién de
diagndsticos oportunos y las consiguientes estrategias de combate como en el desarrollo de

programas cuarentenarios.

A partir de la informacion originada en el presente trabajo, se puede fijar un
antecedente para futuras investigaciones orientadas a la indagacion de plagas de nematodos,
en las cuales se establezca un estudio del comportamiento de la relacion patdgeno-hospedante
y las condiciones ambientales en las que se desarrollan. Esto con la finalidad de buscar
hospederos tolerantes o resistentes a dicho patdégeno, para asi evitar la infeccion y la

disminucion en el rendimiento de los cultivos.

Con la colaboracion del Instituto de Agricultura Sostenible (1AS), Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas (CSIC) de Cérdoba y el Departamento de Biologia Animal,
Biologia Vegetal y Ecologia de la Universidad de Jaen de Espafia se logré cumplir con los
objetivos planteados en este estudio. De ahi la importancia de los convenios de cooperacion
con instituciones internacionales, las cuales en este caso, permitieron ampliar los
conocimientos en la identificacion de nematodos fitoparasitos. Esto refleja la importancia de
estrechar alianzas cientificas tanto a nivel nacional como internacional para seguir en la

busqueda de nuevos proyectos de investigacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Secuencias obtenidas a partir de la amplificacion de los dominios D2-D3 de la
region 28S del ARNTr.

>Secuencia. Muestra de Pifia. Pital de San Carlos, Alajuela. Costa Rica. H. dihystera. 28S
674 pb.

TGAGGGAAAGTTGCAAAGCACTTTGAAGAGAGAGTTAAAGAGGACGTGAAAC
CGATGAGGTGGAAACGGACAGAGCTGGCGTATCTGGCCTGCATTCAGCCGCTG
CGCGTCGGGCCCCGGTTTGCCGCACTCCAGATTGGGAAGGTGGCTGGGCTGCT
GGCGTGCTGGTGGTGCATTTGCAGGTGGAGTGCGCCGAGGCGCCCGGTTCAGC
GGCATGAGCTCGGCTTTGAGGCCAGTCGCGCAAGCGGTCTGGTACCCGGGTCG
GGGGAGTGTTGTTTGGGCTGGGTGTTCGCTGGGGCACAGGTTTCGGGCCTGGGT
GGGTGCCGAGCTGGCGGTCGGCGGCGGTCGCGTGCGACACGTGCCAGCAGTCA
GTTCGGTCCTGCTCGAGCTCTCTCGTGTCCGGCCTCGGTGTAAAAGCCGGTCAT
CTGTCCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTTTAGCGTGTGCGCGAGTC
ATTGGGTGTTGAAAACCCAGAGGCGTAATGAAAGTGAAGGTCTGCCTTGTGCA
GCTGATGTGTGATCCTGGGCGCCGCGGTGCCCGGGCGCAACATAGTCCCGTCC
CGACTGCATGCAGTGGGGCGGAGACAGAGCGTACGCGCTGAGACCCGAAAGA
TGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGAAGCCAGAGGAAA

>Secuencia. Muestra de Uva. Pozos, Santa Ana, San José. Costa Rica. H. dihystera. 28S
731 pb.

GAGGGAAAGTTGCAAAGCACTTTGAAGAGAGAGTTAAAGAGGACGTGAAACC
GATGAGGTGGAAACGGACAGAGCTGGCGTATCTGGCCTGCATTCAGCCGCTGC
GCGTCGGGCCCCGGTTTGCCGCACTCCAGATTGGGAAGGTGGCTGGGCTGCTG
GCGTGCTGGTGGTGCATTTGCAGGTGGAGTGCGCCGAGGCGCCCGGTTCAGCG
GCATGAGCTCGGCTTTGAGGCCAGTCGCGCAAGCGGTCTGGTACCCGGGTCGG
GGGAGTGTTGTTTGGGCTGGGTGTTCGCTGGGGCACAGGTTTCGGGCCCGGGT
GGGTGCCGAGCTGGCGGTCGGCGGCGGTCGCGTGCGACACGTGCCAGCAGTCA
GTTCGGTCCTGCTCGAGCTCTCTCGTGTCCGGCCTCGGTGTAAAAGCCGGTCAT
CTGTCCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTTTAGCGTGTGCGCGAGTC
ATTGGGTGTTGAAAACCCAGAGGCGTAATGAAAGTGAAGGTCTGCCTTGTGCA
GCTGATGTGTGATCCTGGGCGCTGCGGCGCCCGGGCGCAACATAGTCCCGTCC
CGACTGCATGCAGTGGGGCGGAGACAGAGCGTACGCGCTGAGACCCGAAAGA
TGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAAGTCC
GAAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCTGACTTGGGTATA
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>Secuencia. Muestra de Citricos. La Virgen, Los Chiles, Alajuela. Costa Rica. H. dihystera.
28S 722 pb.

GGAGGGAAAGTTGCAAAGCACTTTGAAGAGAGAGTTAAAGAGGACGTGAAAC
CGATGAGGTGGAAACGGACAGAGCTGGCGTATCTGGCCTGCATTCAGCCGCTG
CGCGTCGGGCCCCGGTTTGCCGCACTCCAGATTGGGAAGGTGGCTGGGCTGCT
GGCGTGCTGGTGGTGCATTTGCAGGTGGAGTGCGCCGAGGCGCCCGGTTCAGC
GGCATGAGCTCGGCTTTGAGGCCAGTCGCGCAAGCGGTCTGGTACCCGGGTCG
GGGGAGTGTTGTTTGGGCTGGGTGTTCGCTGGGGCACAGGTTTCGGGCCTGGGT
GGGTGCCGAGCTGGCGGTCGGCGGCGGTCGCGTGCGACACGTGCCAGCAGTCA
GTTCGGTCCTGCTCGAGCTCTCTCGTGTCCGGCCTCGGTGTAAAAGCCGGTCAT
CTGTCCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTTTAGCGTGTGCGCGAGTC
ATTGGGTGTTGAAAACCCAGAGGCGTAATGAAAGTGAAGGTCTGCCTTGTGCA
GCTGATGTGTGATCCTGGGCACCGCGGTGCCCGGGCGCAACATAGTCCCGTCC
CGACTGCATGCAGTGGGGCGGAGACAGAGCGTACGCGCTGAGACCCGAAAGA
TGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAAGTCC
GAAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCTGA

>Secuencia. Muestra de Platano. Talamanca, Limén. Costa Rica. H. dihystera. 28S 921 pb.

GGCGGCCGCGGGAATTCGATTACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGCACT
TTGAAGAGAGAGTTAAAGAGGACGTGAAACCGATGAGGTGGAAACGGACAGA
GCTGGCGTATCTGGCCTGCATTCAGCCGCTGCGCGTCGGGCCCCGGTTTGCCGC
ACTCCAGATTGGGAAGGTGGCTGGGCTGCTGGCGTGCTGGTGGTGCATTTGCA
GGTGGAGTGCGCCGAGGCGCCCGGTTCAGCGGCATGAGCTCGGCTTTGAGGCC
AGTCGCGCAAGCGGTCTGGTACCCGGGTCGGGGGAGTGTTGTTTGGGCTGGGT
GTTCGCTGGGGCACAGGTTTCGGGCCTGGGTGGGTGCCGAGCTGGCGGTCGGC
GGCGGTCGCGTGCGACACGTGCCAGCAGTCAGTTCGGTCCTGCTCGAGCTCTCT
CGTGTCCGGCCTCGGTGTAAAAGCCGGTCATCTGTCCGACCCGTCTTGAAACAC
GGACCAAGGAGTTTAGCGTGTGCGCGAGTCATTGGGTGTTGAAAACCCAGAGG
CGTAATGAAAGTGAAGGTCTGCCTTGTGCAGCTGATGTGTGATCCTGGGCACC
GCGGTGCCCGGGCGCAACATAGTCCCGTCCCGACTGCTTGCAGTGGGGCGGAG
ACAGAGCGTACGCGCTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGAT
GAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAAGTCCGAAGCGATTCTGACGTGCAAATCG
ATCGTCTGACTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTG
GTTCCTTCCGAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGG
GGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTA
AATAGCTTGCCGTAAT
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>Secuencia. Muestra de Banano. La Tigra, Jicaral, Puntarenas. Costa Rica. H. multicinctus.
28S 722 pb.

GGAGGGAAAGTTGCAAAGCACTTTGAAGAGAGAGTTAAAGAGGACGTGAAAC
CGATGAGGTGGAAACGGACAGAGCTGGCGTATCTGGCCTGTATTCAGCCGCTC
GTTGTCGGCCCACCGTTGCTGCACTCCAGATTGGGAAGGCGGCGTGGGCGCT
GCTGCGTGTGGTGCATTTGCAGGTGGAGTGCGCTGAGGCGCTCGGCTCAGCGG
CATGAGCTCAGCTTTGAGGCCAACCGTGCAAACGGTCTGGTACCCGGGCTGGG
GGAGTGTTGTTTGGGCTGGGTGTTCGCTTGTGGCTGTGGTTTCGGGCCCGGGTG
GGTGCCGAGCTGGCGGTCGGTGGCGGTCGCTTGCGACACGTGCCAGCAGTCAG
TTCGGTCCTGCTCGAGCTCTCATTGTGGCCCGGCCTCGGTGTAAAAGCCGGTCA
TCTGTCCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTTTAGCGTGTGCGCGAGT
CATTGGGCGTTGAAAACCCAAAGGCGCAATGAAAGTGAAGGTCTGCCTTGTGC
AGCTGATGTGTGATCCCGGGCGCTGCGGCGCACGGGCGCAACATAGTCCCGTC
CCGACTGCATGCAGTGGGGCGGAGACAGAGCGTACGCGCTGAGACCCGAAAG
ATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAAGTC
CGAAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCTGA

>Secuencia. Muestra de Arroz. Paso Canoas, Puntarenas. Costa Rica. Helicotylenchus sp.
28S 735 pb.

AAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGCACTTTGAAGAGAGAGTTAAAGAGGA
CGTGAAACCGATGAGGTGGAAACGGACAGAGCTGGCGTATCTGGCCTGCATTC
AGCCGCTGCGGTGTCGGCCCCACGGTTGCCGCTCTCCAGATTGGGTGGGGTGG
CTTGGGCGCTGGCGTTGTGGTGGTGCATTTGCAGGTGGAGTGCGCCGAGGCGC
TCGGCTCAGCGGCATGAGCTCGGCTTTGAGGCCAACCGCGCAAGCGGTTTGGT
ACCCGGGTCGGGGGAGTGCTGTTTGGGCTGGGCGTTCGCCTTCAGGGTTGTGGT
TTCGGGCCAGGGTGGGTGCCGAGCCGGCGGTCGGCGGCGGTCGCATGCGACAC
GTGCCAGCAGTCGGTTCGGTCCTGCTCGAGCTCTCAACGGCCCGGCCTCGGTGT
AAAAGCCGGTCATCTGTCCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTTTAGC
GTGTGCGCGAGTCATTGGGCGTTGAAAACCCAAAGGCGCAATGAAAGTGAAGG
TCTGCCTTGTGCAGCTGATGTGTGATCCCGGGTGCCTCGGTGCCCGGGCGCAAC
ATAGTCCCGTCCCGACCGCTTGCGGTGGGGCGGAGACAGAGCGTACGCGCTGA
GACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGAAGCCAGAGGAAACTCT
GGTGGAAGTCCGAAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCTGA

>Secuencia, Muestra de Arroz. Paso Canoas, Puntarenas. Costa Rica. Helicotylenchus sp.
28S 1070 pb

GGCCAGTGAGCGCCACGCAATTTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCC
CAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGGTTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGG
ATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTA
GGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCC
ATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTACAAGTACCGTG
AGGGAAAGTTGCAAAGCACTTTGAAGAGAGAGTTAAGGAGGACGTGAAACCG
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ATGAGGTGGAAACGGACAGAGCTGGCGTATCTGGCCTGCATTCAGCCGCTGCG
GTGTCGGCCCCACGGTTGCCGCTCTCCAGATTGGGTGGGGTGGCTTGGGCGCTG
GCGTTGTGGTGGTGCATTTGCAGGTGGAGTGCGCCGAGGCGCTCGGCTCAGCG
GCATGAGCTCGGCTTTGAGGCCAACCGCGCAAGCGGTCTGGTACCCGGGTCGG
GGGAGTGCTGTTTGGGCTGGGCGTTCGCCTTCAGGGTTGTGGTTTCGGGCCAGG
GTGGGTGCCGAGCCGGCGGTCGGCGGCGGTCGCATGCGACACGTGCCAGCAGT
CGGTTCGGTCCTGCTCGAGCTCTCAACGGCCCGGCCTCGGTGTAAAAGCCGGTC
ATCTGTCCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTTTAGCGTGTGCGCGAG
TCATTGGGCGTTGAAAACCCAAAGGCGCAATGAAAGTGAAGGTCTGCCTTGTG
CAGCTGATGTGTGATCCCGGGTGCCGCGGTGCCCGGGCGCAACATAGTCCCGT
CCCGACCGCTTGCGGTGGGGCGGAGACAGAGCGTACGCGCTGAGACCCGAAA
GATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAAGT
CCGAAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGGGCGAA
AGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGGTTCCTTCCGAATCGAATTCCCGCGGCC
GCCATG

Anexo 2. Secuencias obtenidas a partir de la amplificacion de la region ITS del ARNTr.

>Secuencia. Muestra de Pifia. Pital, San Carlos, Alajuela. Costa Rica. H. dihystera. ITS
768 pb.

TTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTACACCACTCAAGCTATGCTTGGTATTGGGCGTCGTCCTTAGTKGGGYGSGC
CTTRAAGACCTMGGCGAGGCCRCTCMGGCWKTAGGCGTAGTAGAATTKAWTC
SAACGTcTGTCAAAKGAGAGGAACTCTGCCGACWSAARCCTTTATTTTTCTAGG
TTGACCTCGGATCACGTAGGGATACCCGCTGAACCGACGCATATAGGTTCGGCC
ACGCGAGGCCGGGCCTAGACTTGATGAGCGCCAAGCATGTTGCGCCGCCAACA
CCTCTTTTTTCACTAAAAATTTTTAAAGATGCACATGTGTGTGCAGTATGAACA
AAAATTCTAGCTTTATCGGTGGATCACTCGGCTCGTAGGTCGATGAAGAACGC
ACCCAACTGCGATAAGTAGTGTGAACTGCAAAAACCTTGAACACAGAACATTC
GAATGCACATTGCGCCATTGGAGTGACATCCTTTGGCACGCCTGGTTCAGGGTC
GTAATCCTAAAGCGCACAGCGTGTGCGTGTACTGGCTGCCAGATCAACGTGTG
CGAACATACCGTTGTTCAGGCATTGTGTTGTTGTGCGCCTGGCGGCGTCGGGCT
AGCGCTGGCACGGACTTGTATGCATTCAGTTGCGTCCGTGTTCCTGAAATTGGT
TTAAGCGTTGCTCGGCTGTCGCTGCGGTAGCACTCGCATCATTAACATTTTCGA
CCTGAACTCAGACGTGAA

>Secuencia. Muestra de Citricos. La Virgen, Los Chiles, Alajuela. Costa Rica. H. dihystera.
ITS 994 pb.

TACCTGGCTGTATGGCGCTTGTGGGCGCACACTTCCCTCGCGGGTGTCCCATTG

CTTTGGGTACCTAAACGTCCGTGTTCGGTCTACGGAGGCGAAGAGTCCAGGCT
GGTCTTCAAGAAGACTGGCTGCCACGAGTGCTGAACGGCCGAACGCCCTGTGG

91



GATTGTGGGGTGTCAGTCTGGTGTGAGCATGGTGAGCGCACACTTCCCTCGCGG
GTGGCCCATTGCCTTGGGCGCCTAAACGTCCGTGTTCGGTCTACGGAGGCGAA
GAGTCCAGGAGACTCCCTATGCGTACGGGGGAATCCGCATCGTGTGTGCTGGA
CAGACACGCCCTCAGGGCACCAAACGGCTGCCGTTGGSGTCTATGCGTTGTTGA
GCAGTTGTTGTGCACTTGTGTTGTGGTGCTTTGGGTTGCATGCCTTTGGAAACCT
GCGCATTGGTTCGCCTCCATCGGTGTGTCCAGAGCGCCCGAGCACTCGTGTACT
ACGTCCGTGGCTGCGATGAGACGACGCGACAGGGTTCGGCCACGCGAGGCCG
GCCTAKACTTGATGAGCGCCGAGCATGTTGCGCCGCCAACACCTCTTTTTTCAC
TAAAAATTTTTAAAGATGCACATGTGTGTGCAGTATGAACAAAAATTCTAGCTT
TATCGGTGGATCACTCGGCTCGTAGGTCGATGAAGAACGCAGCCAACTGCRAT
AAGTAGTGTGAACTGCARAAACCTTGAACACAGAACATTCGAATGCACATTGC
GCCATTGGAGTGACATCCTTTGGCACGCCTGGTTCAGGGTCGTAATCCTAAAGC
GCACAGCGTGTGCGTGTACTGGCTGCCAGATCAACGTGTGCGAACATACCGTT
GTTCARGCATTGTGTTGTTGTGCGCCTGGCGGCGTCGGGCTAGCGCTGGCACGG
ACTTGTATGCATTtCAGTTGCGTCCGTGTTCCTGAAATTGGTTTAAGCGTTGCTC
GGCTGTCGCTGCGGTAGCACTCGCATCA

>Secuencia. Muestra de Platano. Talamanca, Limon. Costa Rica. H. dihystera. ITS 396 pb.

CTACCTGGCTGTATGGCGCTTGTGGGCGCACACTTCCCTCGCGGGTGTCCCATT
GCTTTGGGKACCTAAACGTCCGTGTTCGGTCTACGGAGGCGAAGAGTCCAGGC
TGGTCTTCAAGAAGACTGGCTGCCACGAGTGCTGAACGGCCGAACGCCCTGTG
GGATTGTGGGGTGTCAGTCTGGTGTGAGCATGGTGAGCGCACACTTCCCTCGCG
GGTGGCCCATTGCCTTGGGCGCCTAAACGTCCGTGTTCGGTCTACGGAGGCGA
AGAGTCCAGGAGACTCCCTATGCGTACGGGGGAATCCGCATCGTGTGTGCTGG
ACAGACACGCCCTCAGGGCACCAAACGGCTGCCGTTGGCGTCTATGCGTTGTT
GAGCAGTTGTTGTGCACTTGTGT

>Secuencia. Muestra de Banano. La Tigra, Jicaral, Puntarenas. Costa Rica. H. multicinctus.
ITS 707 pb.

CTCCTCGCGGTGAGGAGAAGCCGCATTGTGTGCTGGTGGCACSCCCCAGGGCT
AACGGCTGCCGTTGGCGTCTCTGCGTTGTTGAGCAGTTGTTGTGCACTTGCGTT
GTGCGGGATGCATACTGCGCTGGACATGTGGCAATTGGGCCARCCGTCCACTG
TGGTACCCGTGCGGCACTTGTGTGCTACGTCCGTGGCTGTGATGAGACAACGCG
ACaGGGTTTGGCCTTGCCTGGCCGGGCCTAGACTTGATGAGCCCCTCGCACGTT
GGGCCGCCAACAACCCTTTTTTTCACTAAAATTTTTTAAAGTCGCACTCGGTGC
GCAAGCAGAAAGAAATTCTAGTCTTATCGGTGGATCACTCGGCTCGTAGGTCG
ATGAAGAACGCAGCCAACTGCGATAAGTAGTGTGAACTGCAGAAACCTTGAAC
ACAGAACATTCGAATGCACATTGCGCCATCGGAGTCACATCCTTTGGCACGCCT
GGTTCAGGGTCGTTTTCCTAAAACGCACAGCGTGTGCGTGTACACTGGCTGTCG
GATCAACGCGTGTGACCAAACCGTTGTTCTGGCATTTGTGTGGTGCGCCCGGCG
GTGTCGAGTAGCGCTGGCATGGACTTGTTTACGCAATGCAACATTTGTGTGTCC
ATGTTCCATCTGTGAGTGGTTTAGGCGTGGCTTGGCACTTGCTCGGGTGGCAGC
TTGTTGTAA
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>Secuencia. Muestra de Banano. La Tigra, Jicaral, Puntarenas. Costa Rica. H. multicinctus.
ITS 1040 pb.

ACCTGATTACAAATCACCACCGACCTTGGCCGATGTTGGAGAGGAGTGGGCGC
ACGCATCCCTCGCGGGGTTGCCGAGAGCAATACCTAAACGTCCGTGTTCGGTCT
ACGGAGGCGATGTGTCCAGGCAGACAGCTGCCACTCCTCGCTCGGCCTAAACG
CCCTGTGGGTTAACTGTTTTTGTGTGGGGTGTCATTTGGTGCACAGTGGCGCAC
GCTTTCCTCTGGCGTGAGGCGAAGTGTCCGGGCAACTCCTCGCGGTGAGGAGA
AGCCGCATTGTGTGCTGGTGGCACGCCCCAGGGCTAACGGCTGCCGTTGGCGT
CTCTGCGTTGTTGAGCAGTTGTTGTGCACTTGCGTTGTGCGGGATGCATACTGC
GCTGGACATGTGGCAATTGGGCCAGCCGTCCACTGTGGTACCCGTGCGGCACTT
GTGTGCTACGTCCGTGGCTGTGATGAGACAACGCGACAGGGTTCGGCCTTGCCT
GGCCGGGCCTAGACTTGATGAGCCCCTCGCACGTTGGGCCGCCAACAACCCTTT
TTTTCACTAAAATTTTTTAAAGTCGCACTCGGTGCGCAAGAAGAAAGAAATTCT
AGTCTTATCGGTGGATCACTCGGCTCGTAGGTCGATGAAGAACGCAGCCAACT
GCGATAAGTAGTGTGAACTGCAGAAACCTTGAACACAGAACATTCGAATGCAC
ATTGCGCCATCGGAGTCACATCCTTTGGCACGCCTGGTTCAGGGTCGTTTTCCT
AAAACGCACAGCGTGTGCGTGTACACTGGCTGTCGGATCAACGCGTGTGACCA
AACCGTTGTTCTGGCATTTGTGTGGTGCGCCCGGCGGTGTCGAGTAGCGCTGGC
ATGGACTTGTTTACGCAATGCAACATTTGTGTGTCCATGTTCCATCTGTGAGTG
GTTTAGGCGTGGCTTGGCACTTGCTCGGGTGGCAGCTTGTTGTAAGCAAATCAA
CATTTTCGACCTGAACTCAGACGTGAACACCCGCTGAACTTAAGCATATAATCG
AATTCCCGCGGCCGCCATGGC
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