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RESUMEN

Los nematodos del género Pratylenchus spp. son considerados los segundos con mayor impacto
econdmico en los cultivos a nivel nacional. El objetivo de este estudio fue identificar especies
del nematodo lesionador de la raiz Pratylenchus asociados al cultivo de arroz (Oryza sativa) en
Laurel, Corredores, Puntarenas; platano (Musa sp.) en Paraiso de Sixaola, Talamanca, Limon;
pifia (Ananas comosus) en dos zonas Pital de San Carlos, Alajuela y Guapiles, Limon;
finalmente pasto estrella (Cynodon nlemfuensis) en San Vicente de Ciudad Quesada, San
Carlos, Alajuela. Con la informacion recopilada se pretende la toma de decisiones y el manejo
de las plantaciones. Se realizaron estudios taxonomicos (morfolégico, morfométrico) y
moleculares. Se llevaron a cabo un total de 3500 mediciones morfomeétricas, que facilitaron la
elaboracion de un andlisis estadistico descriptivo. Ademas, un total de 2000 microfotografias
de hembras y machos que permitieron discriminar entrelas especies de Pratylenchus asociadas
a los cultivos muestreados. Los analisis PCR-RFLP del ITS1 indicaron que la especie asociada
al cultivo del platano fue P. coffeae con un peso molecular de 700 pb; en la plantacion de arroz
y cultivo de pasto estrella se encontré P. zeae que mostrd un peso molecular de 500 pb; en pifia
se encontrd P. brachyurus y present6 un peso molecular de 500 pb en ambas zonas muestreadas.
El andlisis de RFLP con la enzima Ded I revel6 fragmentos de 100 y 250pb para P. coffeae;
200 y 250 pb para P. zeae; y 450pb para P. brachyurus. Las enzimas de restriccion Pst | y Hind
[1l, no permitieron la discriminacion entre las tres especies de nematodos. Ademas, se
amplificaron los segmentos de expansién D2-D3 del 28S ADNr, usando los cebadores D2A 'y
D3B, y se amplifico la region ITS1 utilizando los cebadores 18S y rDNA1L. La secuenciacion
genero resultados similares a la identificacion morfoldgica, morfométrica y de PCR-FRLP para
las tres especies analizadas, donde se confirmé nuevamente cada una de ellas, asociadas a los
cultivos muestreados. Ademas, se establecieron relaciones filogenéticas entre especies de
Pratylenchus a partir de segmentos de expansion D2-D3 de la regidn 28S del ARNr y genes de
secuenciacion de la regién ITS del ARNr, utilizando los métodos de Inferencia Bayesiana (IB).
De las tres especies de Pratylenchus identificadas en esta investigacion, la especie P. zeae
asociada al cultivo de pasto estrella es el primer reporte para Costa Rica, no asi para el caso del
arroz en el que se encuentra altamente asociado. Para el caso de P. coffeae en platano, ya existen

reportes de la especie en el cultivo. En lo que respecta a las especies P. brachyurus es frecuente



encontrarla asociada a plantaciones de pifia en el territorio nacional. Por ultimo, la deteccion de
especies de nematodos en plantaciones agricolas permite el establecimiento e implementacion

de una estrategia de manejo que minimice los dafios ocasionados por estos organismos.
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ABSTRACT

Nematodes of the genus Pratylenchus spp. they are considered the second with the greatest
economic impact on crops nationwide. The objective of this study was to identify species of the
root-bearing nematode Pratylenchus spp. associated with the cultivation of rice (Oryza sativa)
in Laurel, Corredores, Puntarenas; plantain (Musa sp.) in Paraiso de Sixaola, Talamanca,
Limdn; pineapple (Ananas comosus) in two areas, Pital of San Carlos, Alajuela and Guépiles,
Limon; finally star grass (Cynodon nlemfuensis) in San Vicente de Ciudad Quesada, San Carlos,
Alajuela. With the collected information, the decision making and the management of the
plantations is intended. Taxonomic (morphological, morphometric) and molecular studies were
carried out. A total of 3500 morphometric measurements were carried out, which facilitated the
elaboration of a descriptive statistical analysis. In addition, a total of 2000 microphotographs
of females and males that allowed to discriminate between the Pratylenchus species associated
with the sampled crops. The PCR-RFLP analysis of ITS1 indicated that the species associated
with the plantain crop was P. coffeae with a molecular weight of 700 bp; in the rice plantation
and star grass crop was found P. zeae that showed a molecular weight of 500 bp; P. brachyurus
was found in pineapple and had a molecular weight of 500 bp in both areas sampled. The
analysis of RFLP with the enzyme Ded | revealed fragments of 100 and 250 bp for P. coffeae,
200 and 250 bp for P. zeae, and 450 bp for P. brachyurus. The restriction enzymes Pst | and
Hind 111 did not allow discrimination between the three species of nematodes. In addition, the
D2-D3 expansion segments of the 28S rDNA were amplified, using primers D2A and D3B, and
the ITS1 region was amplified using primers 18S and rDNAL. The sequencing generated similar
results to the morphological, morphometric and PCR-FRLP identification for the three species
analyzed, where each of them was again confirmed, associated with the sampled cultures. In
addition, phylogenetic relationships were established between Pratylenchus species from D2-
D3 expansion segments of the 28S region of the rRNA and genes from the ITS region of the
rRNA, using the Bayesian Inference (IB) methods. Of the three species of Pratylenchus
identified in this investigation, the P. zeae species associated with the star grass crop is the first
report for Costa Rica, but not for the case of rice in which it is highly associated. For the case
of P. coffeae in plantain, there are already reports of the species in the crop. As regards P.

brachyurus species, it is common to find it associated with pineapple plantations in the national
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territory. Finally, the detection of nematode species in agricultural plantations allows the
establishment and implementation of a management strategy that minimizes the damage caused

by these organisms.
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INTRODUCCION

Costa Rica cuenta con una superficie agropecuaria de 2 406418,6 h. Esta area representa un
47, 1% del total de la superficie nacional. EI 66% se encuentra ocupado por diferentes
siembras, entre perennes, anuales y pastos de corta (Instituto Nacional de Estadistica y
Censos [INEC], 2015). Los cultivos se encuentran expuestos a la afectacion de diferentes
patdgenos, considerados como uno de los factores que mas interfiere en la productividad
agricola (Sosa et al., 1997, p.15). Dentro de este factor bidtico se encuentran los nematodos
fitoparasitos; microorganismos que se localizan en todos los hébitats de la tierra (Araya,
2003). Los nematodos comprenden uno de los grupos mas ricos en especies del reino animal,
pertenecen al phylum Nematoda el cual incluye parésitos de animales, insectos, asi también

como grupos marinos de agua fresca y habitantes del suelo (Thorne, 1961).

En el pais, no se conocen datos exactos y registros de las afectaciones de cultivos por causa
de los nematodos; sin embargo, las cifras de nematicidas que se aplican puede ser un
indicador. Bravo et al. (2015) mencionan que para el periodo 2005-2009 en América Central,
del total de toneladas de ingredientes activos de productos fitosanitarios importados con
accion biocida, el 4,5% fueron nematicidas: terbufos, etoprofos y oxamil. Asi, por ejemplo,
en el cultivo de banano se aplicaron, para el 2008, 4,37 kg ia/ha/afio de etoprofos, lo que
representd un 17% de la aplicacion total de nematicidas en esta fruta. En el caso del cultivo
del tomate, se aplicd un 32% de ingrediente activo. El uso de estos productos quimicos
también se realiza en cultivos como melén, banano, platano, cafia de azlcar, arroz, entre otros
(Bravo et al., 2013).

Dentro de los nematodos, se pueden mencionar grupos que cumplen funciones benéficas en
los agroecosistemas, asi como algunos nematodos fitoparasitos que causan dafios a una gran
variedad de cultivos (Chaves, 2014). Los fitonematodos son de importancia econémica
porque tienen un patron de distribucion y dinamica poblacional en el campo, que cambia
dependiendo del cultivo y las practicas de manejo (Guzman et al., 2014, p. 87). Estos
microorganismos producen dafio mecanico y afectan los procesos fisioldgicos del desarrollo
de la planta, lo que reduce el vigor y la capacidad para soportar situaciones de estrés. Ademas,
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causan pequefias heridas que favorecen el ingreso de otros patdgenos (Guzman et al., 2011,
p. 22).

En los fitonematodos existe un endoparasito migratorio Illamado cominmente nematodo
lesionador (Pratylenchus sp.), cuyo ciclo de vida incluye huevos, cuatro estados juveniles y
adultos. Una caracteristica muy importante a diferencia de otros nematodos endoparasitos es
que todos los estados de desarrollo (Ji, J2, J3 y Ja) son infectivos (Chaves, 2014).
Generalmente viven y se alimentan en tejidos tiernos tales como la corteza de la raiz (Anaya
y Lombo, 2008, p.25).

El género Pratylenchus spp. es considerado el segundo con mayor impacto econémico en
cultivos a nivel nacional, superado unicamente por el género Meloidogyne sp. En Costa Rica
es comun encontrar poblaciones de este nematodo asociadas a cultivos agricolas. El
laboratorio de Nematologia de la Escuela de Ciencias Agrarias (ECA), realiza caracterizacion
de especies de nematodos mediante criterios morfoldgicos, taxondmicos y moleculares; un
proceso de identificacion denominado polifasico. De esta manera, se ha logrado tener un
registro actualizado de las principales especies que se encuentran en Costa Rica, asi como de

las de interés en esta investigacion.

La razon de identificar especies de Pratylenchus surge precisamente por el interés del
Laboratorio de Nematologia en trabajar en la taxonomia de fitonematodos. Sobre esa linea
de investigacién, existen en el laboratorio algunos estudios previos cuales han sido de
importancia para continuar con la caracterizacion de especies. Anteriormente, Zamora
(2016), identificd taxondmica y molecularmente las especies de Pratylenchus asociadas a
una plantacion de arroz, café y ornamentales, cultivos que son de interés agrémica para Costa
Rica. En esta ocasién se determinaron especies asociadas a otros cultivos como platano, pifia,
pasto estrella y arroz en otra localidad diferente a la muestreada por Zamora (2016). La
informacion generada en este estudio, podra servir de ayuda tanto para instituciones
gubernamentales relacionadas con el sector agropecuario, asi como para productores y
extensionistas relacionados con el manejo de plagas.



Existen diferentes métodos para la identificacién de nematodos. Las técnicas tradicionales
de identificacion (morfoldgicas) contintan siendo parte fundamental para la caracterizacion
fisica de nematodos (Garcia, 2006, p. 2). Sumado a estas técnicas, se encuentran las
herramientas de biologia molecular, utilizadas con mayor frecuencia para la separacién de
especies y patotipos de nematodos, por lo que ahora son de uso rutinario. Algunas de estas
incluyen la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés)
con imprimadores especificos y la de PCR-Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de
Restriccion (RFLP) (Fargette et al., 1996; Vejl et al., 2002). Ademas, también se utiliza la
secuenciacion, que es una técnica que permite determinar el orden en que se enlazan las bases
de una secuencia de ADN. Por medio de esta practica, es posible disponer de secuencias
completas de ADN no solo de nematodos, sino que de muchos otros genomas de animales,

plantas y microorganismos (Trelles, 2009).

Actualmente, se consideran los tres métodos de identificacion nematoldgica aptos para una
caracterizacion taxonémica. Ademas, estas herramientas permiten separar especies que
muchas veces son cripticas, es decir, que morfolégicamente son indistinguibles, pero
genéticamente son diferentes (De Luca et al., 2012; Duncan et al., 1999). Por lo anterior, el
objetivo de esta investigacion fue identificar morfologica y molecularmente las especies de
nematodos lesionadores de la raiz Pratylenchus (Nematoda: Pratylenchidae) asociados a una
plantacién de arroz (Oryza sativa), platano (Musa sp.), pifia (Ananas comosus) y pasto
estrella (Cynodon nlemfuensis) en diferentes zonas de Costa Rica.



OBJETIVOS

General

Identificar taxondmica y molecularmente especies del nematodo lesionador de la raiz
Pratylenchus asociadas a una plantacion de arroz (Oryza sativa), platano (Musa sp.), pifia
(Ananas comosus) y pasto estrella (Cynodon nlemfuensis) para la toma de decisiones y el

manejo de las plantaciones.

Especificos

1. Identificar mediante técnicas morfoldgicas, especies de Pratylenchus asociadas al

cultivo de arroz, platano, pifia y pasto estrella en Costa Rica.

2. Determinar mediante técnicas moleculares de PCR, PCR-RFLP y secuenciacion, las
especies de Pratylenchus asociadas a cinco cultivos de importancia agricola en Costa

Rica.



REVISION DE LITERATURA

1. Nematodos fitoparasitos

Son organismos generalmente microscopicos, no segmentados, bilateralmente simétricos,
incoloros y cilindricos en su seccidn transversal (Hernandez, 2003). Se conocen alrededor de
4.105 especies de nematodos fitoparasitos, los cuales provocan pérdidas econémicas anuales
entre 11 y 14%. Estas perdidas equivalen a $80 billones de dolares al afio en cultivos como
leguminosas, granos, banano, yuca, coco, remolacha, cafia de azlcar, papa, otras hortalizas

y frutales (Guzman et al., 2012).

Estos microorganismos se pueden encontrar atacando raices, tallos, troncos, yemas, hojas,
flores y semillas, en dependencia de la especie y de la planta hospedante (Llancavil, 2007).
De acuerdo con los habitos de alimentacién, los fitoparasitos se clasifican en tres grupos: a)
ectoparésitos, b) semiendoparasitos y c) endoparasitos los cuales a su vez pueden ser
migratorios y sedentarios (Rivera, 1991). En el caso de los endoparasitos migratorios se
mueven permanentemente dentro de la planta en busca de los sitios de alimentacion y durante
su ciclo de vida pueden salir del tejido para volver a entrar posteriormente en otro lugar
distinto (FAO, 2016).

El nivel de dafio que causan los nematodos depende de una amplia gama de factores tales
como su densidad poblacional, la virulencia de las especies o aislados, y la resistencia
(destreza de la planta de reducir la poblacion del nematodo) o tolerancia (habilidad de la
planta de rendir una cosecha a pesar del ataque del nematodo) de la planta huésped. Otros
factores que también contribuyen de una u otra manera son, el clima, disponibilidad de agua,
condiciones edaficas, fertilidad del suelo, y la presencia de otras enfermedades y plagas
(Talavera, 2003).

En cuanto a la ocurrencia de nematodos fitoparasitos en Costa Rica, se reportan las especies
Tylenchulus semipenetrans, Globodera pallida, Radopholus similis (Esquivel y Peraza,
2010), Xiphinema costaricense (Lamberti & Tajan. 1974) y mas recientemente Longidorus



laevicapitatus, (Peraza et al., 2016), X. setariae, X. krugi (Peraza et al., 2017b), X. tica n. sp.
(Peraza et al., 2017a), y X. poasense n. sp. (Varela et al., 2018); estas dos ultimas especies,
como nuevos reportes para la nematologia mundial. Asi mismo, se han reportado poblaciones
de Helicotylenchus spp., Aphelenchoides spp., Tylenchus spp., Mesocriconema spp.,
Criconemoides spp. Crossonema spp., Hemicycliophora spp., Xiphinema spp., Meloidogyne
spp. y Pratylenchus spp., estos dos ultimos, considerados los de mayor incidencia asociados
frecuentemente como parasitos importantes de diversos cultivos agricolas y ornamentales

(Esquivel y Peraza, 2010).

2. Género Pratylenchus

El nematodo fitoparasito Pratylenchus, se clasifica taxonomicamente segun Siddigi, (2000)

de la siguiente manera:

Phylum: Nematoda

Clase: Secernentea

Sub-clase: Tylenchia

Orden: Tylenchida

Sub-orden: Tylenchina

Superfamilia: Hoplolaimoidea

Familia: Pratylenchidae

Sub-familia: Pratylenchinae

Género: Pratylenchus spp.

Figura 1. Clasificacion taxondémica del nematodo lesionador de la raiz Pratylenchus spp.
Adaptado: (Siddiqgi, 2000).

Los nematodos de este género son elongados, de 340 - 800 um de longitud, con un coeficiente
de longitud / ancho de 15-35. Pratylenchus spp. se logra identificar morfol6gicamente por la

cabeza plana, fuerte armadura cefalica y un estilete corto y grueso de 14-20 um de longitud
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con un nudo basal prominente. El traslape de las glandulas esofagicas con el intestino, es
ventral. El poro excretor aparece cerca de la union esdfago-intestinal. La vulva se ubica a un
70-80% de la longitud del cuerpo. La cola redondeada constituye de 3.5-9% de la longitud
del cuerpo. Los machos, cuando estan presentes, son de un tamafio menor al de las hembras
(Morales, 2001).

3. Ciclo de vida del género Pratylenchus

El ciclo de vida es simple y directo, las hembras ponen sus huevos por separado o en
pequerios grupos en la raiz del huésped o en el suelo cerca de la superficie de la raiz (Figura
1). Hay poca informacion disponible sobre la duracion real de los ciclos de vida de
Pratylenchus bajo condiciones de campo natural (Castillo y Vovlas, 2007). El Servicio
Agricola y Ganadero de Chile [SAG], (2005) menciona que el ciclo completo toma alrededor
de cinco semanas dependiendo del hospedero y la temperatura, la cual oscila de entre 18°C
a 20°C.

Como la mayoria de los nematodos, las descripciones taxondmicas de las especies de
Pratylenchus se basan en las caracteristicas morfoldgicas de machos y hembras. Los
juveniles por lo general tienen las mismas caracteristicas de los adultos (en menor medida),
excepto por la ausencia de los 6rganos reproductores plenamente desarrollados que son
indispensables para lograr determinar una especie. Los adultos de Pratylenchus tienen entre
300-900 mm de longitud (dependiendo de la especie) y son relativamente robustos (la
longitud del cuerpo / la anchura del cuerpo = 20-30). La hembra adulta puede ser reconocida
por una abertura en la cuticula del lado ventral (la vulva), que se encuentra aproximadamente
entre 70-85% de la longitud del cuerpo (dependiendo de la especie), de la cabeza del

nematodo (Davis y MacGuidwin, 2000).

El huevo se desarrolla y pasa por mudas a través de 4 estadios juveniles hasta llegar a
convertirse en adulto. Este género puede sobrevivir en los rastrojos de los cultivos atacados,
lo que le permite protegerse de condiciones adversas como baja humedad, altas temperaturas

o aplicaciones de productos quimicos (Bressani, 2012).



Este nematodo no posee un estado infectivo determinado ya que tanto los juveniles como el
adulto son capaces de entrar y salir de la raiz, en especial de las zonas de elongacion. Dentro
del género existen especies bisexuales de reproduccién amfimictica como P. penetrans, P.
vulnus y P. coffeae; y especies de reproduccién partenogenética como P. neglectus, P. zeae
y P. brachyurus (Garcia, 2004, p. 75).

Los nematodos del género Pratylenchus penetran cualquier parte de la raiz, pero prefiere
zonas donde se encuentren la mayor parte de pelos absorbentes. Introducen su estilete donde
digieren la pared de las células en la epidermis, luego se dirigen hacia el contenido de la
célula. EI mismo patron de ataque es repetido cuando migran de un lado a otro y se alimentan

de la corteza de la raiz (Morales, 2001, p. 52).
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Figura 2. Ciclo de vida del nematodo Pratylenchus en su habitat suelo-raiz. Adaptado:
(Jones & Fosu-Nyarko, 2014).



4. Sintomas que provoca Pratylenchus

Pratylenchuses un nematodo endoparésito migratorio, es decir, que tiene la capacidad de
moverse no mas de 1-2 metros de la zona de raiz que infectan, aunque muchos de las
actividades agricolas favorecen su dispersion. La migracion ocurre en el suelo y sobre las

plantas sélo cuando el agua esta disponible. (Wallace, 1973).

El dafio mecanico que estos nematodos provocan durante su alimentacion sucede por la
accion del estilete y secrecidn de saliva introducida en los tejidos de las plantas. Al perforar
e introducir saliva dentro del citoplasma, extrae parte del contenido celular, lo cual incita una
reaccion en las células de las plantas afectadas que resulta en la muerte o debilitamiento de
los extremos de las raices y yemas, formacion de lesiones y destruccién de tejidos (Agrios,
2005).

Este fitoparasito penetra la raiz a través de las células de la epidermis y en algunas ocasiones
a través de los pelos radicales. Origina zonas extensas de tejido muerto que se caracterizan
por su color marrén oscuro o negro, que sirven de entrada para agentes patdgenos como
hongos y bacterias. Por otra parte, introducen su estilete en el parénquima cortical de la raiz
de cuyas sustancias se nutre. Posteriormente, este nematodo emigra al suelo en el que
permanece durante el ciclo de desarrollo del cultivo, para luego buscar otras fuentes de
alimentacion (Ledn, 2007).

El movimiento de plantas infectadas o partes propagadoras ha sido responsable de la
diseminacion de Pratylenchus por largas distancias, incluso intercontinentalmente. Ademas,
dado que muchas especies son endémicas de la vegetacion nativa en muchos lugares, los
sitios de siembra ya pueden estar infestados con el nematodo antes del cultivo y esta puede
ser una de las principales razones por las que varias especies son ahora cosmopolitas (Castillo
y Vovlas, 2007).

El diagndstico del género Pratylenchus frecuentemente se realiza en dos niveles; el primero

se ejecuta en el campo, cuando se extraen plantas y se observa la presencia de lesiones
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necréticas, mientras que la identificacién de segundo nivel se realiza en laboratorios, donde
se emplean estudios morfologicos, moleculares y fisiologicos (Rodriguez, Gomez, y Peteira,
2007).

En Costa Rica mediante la técnica de microscopia electrénica de rastreo (MER) se determind
la presencia de las especies P. brachyurus, P. zeae, P. coffeae, y P. penetrans en las regiones
Central Norte y Huetar Atlantica asociada a los cultivos de pifia, cafia de azucar, Aglaonema
commutatum y helecho hoja de cuero (Lopez y Salazar, 1990). Asimismo, Zamora (2016),
mediante una investigacion con estudios morfoldgicos, morfométricos, moleculares y de
microscopia electronica, identifico las especies P. zeae asociada a arroz en una plantacion en
Aguas Zarcas, San Carlos, Alajuela; P. gutierrezi en café en Carrizal de Alajuela; P.
bolivianus en helecho en San Isidro de Alajuela y P. pseudocoffeae en crisantemo en San
Isidro de Heredia, Costa Rica.

5. Cultivos en estudio asociados con Pratylenchus

5.1 Cultivo de Pifa

La planta de pifia (Ananas comosus L.) es una monocotiledonea herbacea y perenne, que
pertenece a la familia Bromeliacea. Es originaria de América del Sur de la regién de
Mattogroso, entre Uruguay y Brasil. En Costa Rica el cultivo de esta fruta ha tenido mucho
auge en los ultimos afios y ha llegado a ser una importante fuente de divisas con la
exportacién a Estados Unidos y Europa. Recientemente, se abrio el mercado en China, pais
gue muestra una tendencia creciente en el consumo e importacion de este producto, solo entre
2014 y 2015 las importaciones crecieron 64%. La tasa decrecimiento de las importaciones
chinas de pifia entre 2011 y 2015, se ubico en un 38% anual promedio (Servicio Fitosanitario
del Estado [SFE], 2017).

En la actualidad en Costa Rica existen 38 000 hectareas dedicadas a este cultivo con un total
de 550 productores de pifia. Se produce a lo largo y ancho de 16 cantones. La principal zona
productora es la Zona Norte con 17 860 hectareas, con un equivalente al 47% del &rea

cultivada; seguido del Atlantico con 11 780 hectareas lo representa el 31%, y finalmente el

11



Pacifico con 8 360 hectareas, lo cual constituye el 22% del area cultivada (Camara Nacional
de Productores y exportadores de Pifia [CANEP], 2016).

Diferentes enfermedades se asocian a este cultivo como por ejemplo la podricion del cogollo
(Erwinia sp.), podredumbre del corazon (Phytoptora parasitica y P. cinnamoni), clavo de la
pifia (Penicillium funiculosum y Fusarium moniliforme) y podredumbre blanda del fruto
(Thielaviopsis paradox). En el caso de plagas, nematodos del género Pratylenchus y
Helicotylenchus estan asociados con dafios severos en la raiz de la pifia (Ministerio de
Agricultura y Ganaderia [MAG], 1991).

5.2 Cultivo de Platano

Todas las especies de platano comerciales pertenecen al orden Escitamineas, familia
Musaceas. EI nombre cientifico es Musa AAB y proviene de los cruces triploides de Musa
acuminata (A) y Musa balbisiana (B) (Smith y Veldzquez, 2004). El platano es una planta
herbacea, que consta de un tallo subterraneo (cormo 6 rizoma) del cual brota un seudotallo
aéreo; el cormo emite raices y yemas laterales que formaran los hijos o retofios (Guerrero,
2010). En Costa Rica se encuentran sembradas 10 014,5 hectéreas de las cuales solo 8 599,8

se encuentran en produccién para el afio 2014 (INEC, 2015).

Estados Unidos es el principal importador de platano, son consumidos casi exclusivamente
por la poblacién inmigrante de origen Hispanoamericano y del Caribe, situacion que es muy
semejante por paises europeos (Chaves, 2002). En Latinoamérica y el Caribe, el cultivo de
platano esta en manos de pequefios y medianos productores, donde se estiman rendimientos
menores a 5 ton/ha por afio (Mufioz y Vargas, 2006). La produccion de platano es de gran
importancia socioeconémica debido a que es motor generador de ingresos para Sus
productores, ademas de formar parte de la dieta alimenticia de muchos paises de la regién
(Centro Internacional de Agricultura Tropical [CIAT], 2006).

Entre las enfermedades que afectan el cultivo de platano estdn la Sigatoka Negra
(Mycosphaerella fijiensis Var.), la pudricién del seudotallo causada por la bacteria Erwinia
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carotovora y nematodos parasitos como R. similis. En menor grado hay afectaciones por
Helycotylenchus y Pratylenchus, y muy escasamente Meloidogyne. En un estudio llevado a
cabo por Peraza et al., (2016; 2017), determinaron la presencia de L. laevicapitatus y
Xiphinema setariae en una plantacién de platano organico en Pueblo Nuevo de Duacari,
Guacimo, Limon. Debido al eficiente grado de parasitismo de los nematodos, rara vez
ocasionan por si solos la muerte de la planta afectada. Debido a que atacan principalmente

las raices, hace que el dafio que ocasionen pase desapercibido con frecuencia (Araya, 2008).

5.3 Cultivo de Arroz

Existen dos especies de arroz pertenecientes a la familia de las poaceas que se cultivan, Oryza
sativa L. y Oryza glaberrima Steud, siendo la primera la de mayor distribucion en el mundo.
Es una planta descrita como graminea anual de tallos redondos y huecos compuesto de nudos
y entrenudos. Segun el Instituto Nacional de Innovacion y Transferencia de Tecnologia
[INTA], (2009) tanto en el ambito nacional como en el internacional el arroz es uno de los
cultivos de mayor importancia ya que es un cereal clave en la alimentacion de la poblacion

mundial.

En los dltimos afios Costa Rica ha importado volimenes importantes de arroz en granza
debido a que la produccién nacional satisface Unicamente entre un 50% y un 60% del
consumo, lo que obliga a realizar exportaciones para llenar el faltante de este producto
(INTA, 2009). El uso aparente de arroz en el periodo 2015/2016, se estimd en 240 749
toneladas métricas de arroz pilado para un consumo per-capita de 49.82 kg y un promedio
mensual de 120 062 toneladas. Para este periodo el 50.9% consumido se cubrié con arroz
nacional, mientras que el arroz importado fue del 49.1% restante (Corporacién Arrocera
Nacional [CONARROZ], 2016).

El cultivo se enfrenta a plagas como jobotos (Phyllophaga spp.), abejones negros (Eutheola
bidentata), grillo topo (Neocurtilla hexadactyla), la chichilla (Blissus leucopterus), el
taladrador del arroz (Elasmopalpus lignosellus), barrenador (Diatraea sp.), novia del arroz
(Rupella albinella) entre muchas otras. En cuanto a enfermedades son comunes Pyricularia
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grisea Cav., virus de la hoja blanca, Rhizoctonia solani Kihn y el manchado del grano de
arroz. En lo que respecta a nematodos, se han encontrado asociados géneros como
Meloidogyne, Helicotylenchus, Pratylenchus, Criconemella, Aphelenchus,

Tylenchorhynchus, Xiphenema, Longidorus, y Trichodorus (INTA, 2009).

5.4 Cultivo de Pasto Estrella

El pasto estrella es considerada como una graminea perenne, rastrera, con largos y fuertes
estolones, presenta buenos valores de proteina bruta y digestibilidad si es cortado a edades
tempranas (30-42 dias) y si se le aplica altas dosis de fertilizante (+ 400 kg/ha/afio)
(Hernéndez y Pereira, 1981).

Entre las estrategias de mayor difusién para el mejoramiento de la produccion animal en
sistemas de pastoreo, se menciona la adopcion de leguminosas y el mejoramiento de la
calidad nutritiva de las gramineas mediante la seleccion de accesiones superiores o
programas de hibridacion (Lascano, 2002). Las gramineas tropicales como la estrella africana
y la bermuda son altamente sensibles a cambios en las horas luz durante el afio, afectadas
tanto en la produccion de biomasa como el valor nutricional (Sinclair, Mislevy, & Ray,
2001). Asi mismo el género Cynodon, se caracteriza por su capacidad de extraer sustanciales

cantidades de nutrientes del suelo (Pant, Mislevy, & Rechcigl, 2004).

De acuerdo con el tltimo Censo Agropecuario, de las 2 406 418,4 hectareas de las fincas
agropecuarias del pais, 1 044 909,6 hectareas de ellas, es decir, el 43,4% del uso de las tierras
corresponden a los pastos. De ellos, el 53,3%, pertenecen a pastos naturales, el 44% a pastos
mejorados el 44,6% y 2,1% corresponde a pastos de corte. Las provincias que tienen mayor
superficie dedicadas a este forraje son Alajuela con 51,4% y Guanacaste con 48,0% (INEC,
2015).

El pasto estrella es susceptible al ataque de insectos como el gusano soldado (Spodoptera
frugiperda) y “salivazo” (Prosapia bicinata), durante el periodo de establecimiento de los

pastizales son mas comunes los gusanos comedores de follaje, mientras que en pastizales ya
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establecidos se encuentran chinches (Blisus insularis), candelillas y hormigas. Entre las
enfermedades mas comunes se encuentran gomosis (Xanthomonas vasculorum), la roya de
los pastos (Puccinia graminis) y manchas de hoja ocasionado por hongos (Rhizoctonia
solani) (Smith & Valenzuela, 2002). En cuanto a problemas con nematodos, existe poca o
nula informacion sobre esta graminea perenne; sin embargo, en una investigacion realizada
por Peraza et al., (2016) y (2017), identificaron las especies L. laevicapitatus y Xiphinema

krugi en la localidad de Sucre, Ciudad Quesada, Alajuela

6. Reconocimiento del género Pratylenchus

El diagndstico del género Pratylenchus frecuentemente se realiza en dos niveles; el primer
diagndstico se ejecuta en el campo, cuando se extraen plantas y se observa la presencia de
lesiones necrdticas. La identificacion de segundo nivel se realiza en laboratorios, donde se
emplean estudios morfolégicos, morfométricos y moleculares (Rodriguez, Gémez y Peteira,
2007). En Costa Rica mediante la técnica de microscopia electrénica de rastreo (MER) se
determind la presencia de las especies P. brachyurus, P. zeae, P. coffeae, y P. penetrans en
las regiones Central Norte y Huetar Atlantica asociada a los cultivos de pifia, cafia de azucar,
Aglaonema commutatum y helecho hoja de cuero (Lopez y Salazar, 1990). Ademas, Zamora
(2016), mediante una investigacion con estudios morfoldgicos, morfométricos, moleculares
y de microscopia electronica, identifico las especies P. zeae asociada a arroz en una
plantacién del cultivo en Aguas Zarcas, San Carlos, Alajuela; P. gutierrezi en café en Carrizal
de Alajuela; P. bolivianus en helecho en San Isidro de Alajuela y P. pseudocoffeae en

crisantemo en San Isidro de Heredia, Costa Rica.

6.1 Identificacion morfoldgica

Para la identificacion de nematodos fitoparasitos se utilizan cominmente claves dicotomicas
que incluyen caracteristicas como la forma del estilete de hembras, machos y estados
infectivos, el namero de anillos de la region cefalica de juveniles (J2) y machos. Asimismo,
medidas morfométricas como la longitud del estilete, la distancia de la base del mismo a la
desembocadura de la glandula dorsal (DGO) de hembras, machos y J» (Jaraba, Lozano y

Espinosa, 2007). En el caso de Pratylenchus, se determina morfométricamente con el estudio
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de caracteristicas similares a las anteriores, mas la longitud y ancho del cuerpo, longitud del
esofago, estilete, cola, saco postvulvar, union eséfago-intestinal y total de bandas laterales
del cuerpo que en algunas ocasiones son dificiles de observar alin para taxénomos expertos
(Doucet & Cagnolo, 1998).

6.2 ldentificaciéon molecular

Las herramientas moleculares permiten estudiar la variacion genética mediante el uso de
marcadores de ADN, que proporcionan aspectos como diversidad, comparacion entre
especies, relacion de parentesco o relaciones filogenéticas (Jiménez y Collada, 2000). Las
secuencias de los espaciadores internos transcritos ribosomales (ITS-1 e ITS-2) son los
marcadores comUnmente utilizados para discriminar entre especies de nematodos, por su
variabilidad y disponibilidad de cebadores universales que funcionan con la mayoria de éstos.
Estos marcadores incluyen el potencial para la amplificacién por PCR y secuenciacion, por
lo que genera informacidn genética apropiada para investigaciones a nivel de especies
(Peteira, Rodriguez, Rosales y Salazar, 2008).

El método basado en PCR, facilita el andlisis del genoma de los organismos ya que consiste
en duplicacion de material genético. Esta duplicacion se realiza con la accion de una enzima,
la ADN polimerasa, cuya funcion consiste en sintetizar una cadena sencilla de ADN
complementaria a otra cadena que sirve como plantilla, reconstruyendo asi la doble cadena

de ADN que contiene la informacidn genética de la célula de interés (Cenis et al., 2007).

La secuenciacion por su parte logra interpretar la informacion contenida en las secuencias de
ADN, ARN vy proteinas de diversos organismos. Es la medida fundamental de la diversidad
y detecta polimorfismos dentro de los elementos bésicos de la cadena de ADN (Franco,
Cediel, y Payan, 2008). Actualmente dicha informacién genémica se obtiene de forma
automatizada, a través de dos protocolos fundamentales, Maxam-Gilbert (degradacion
quimica) y Sanger (secuenciacion enzimatica), siendo este ultimo el de mayor uso (IPGR y
Universidad Cornell, 2003).
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METODOLOGIA

1. Muestreo

Se ubicaron cuatro cultivos agronémicos con historial de incidencia y presencia del nematodo
Pratylenchus (Tabla 1). Se muestre6 una plantacién de platano (Musa sp.) en la zona de
Talamanca, Limon; una de arroz (Oryza sativa) en Laurel, Corredores, Puntarenas; una de
pasto estrella (Cynodon nlemfuensis) en San Vicente de Ciudad Quesada, San Carlos,
Alajuela; por ultimo, dos plantaciones de Pifia (Ananas comosus), una en San Carlos,
Alajuela; y otra en Guépiles, Limon. Los cultivos se encontraron en periodo vegetativo de
desarrollo.

Tabla 1. Descripcion detallada de las caracteristicas ambientales de cada uno de los sitios de

colecta.
Cultivo Localidad Latitud Longitud Elevacion  Temperatura Precipitacion
(msnm) (mm/anuales)
Paraiso de Sixaola Minima: 22°C
Platano NP, 9°28'41.85"N 82°37'11.99"0 8 Maxima: 30°C 298
Talamanca, Limén AR
Media: 26°C
Laurel, Corredores Minima: 22°C
Arroz ' ' 8°28'28.6"N 82°55'27.0"0 16 Maxima: 32°C 413
Puntarenas e
Madia: 27°C
San Vicente de Ciudad L. R
Pasto Quesada, San Carlos Minima: 18°C
' ' 10°17'13.85"N 84°23'5.47"0 1672 Méxima: 26°C 296
Estrella Alajuela L
Media: 22°C
Pital, San Carlos Minima: 18°C
Pifa v ' 10°27'10.45"N  84°16'13.41"0 275 Méxima: 26°C 296
Alajuela ine 990
Media: 22°C
Guaépiles, Guapiles Minima: 22°C
Pifia e ' 10°20'47.97"N  83°80'83.83"0 50 Maxima: 30°C 298
Limén . opo
Media: 26°C

Fuente: Instituto Meteorologico Nacional (IMN), 2016.

Se realizaron cuatro giras de campo entre los meses de febrero a junio del 2017, donde se
efectuaron muestreos en los cuatro cultivos. Se delimitd una hectarea, se retird la materia
organica fresca de la superficie y con la ayuda de un barreno (uckfield de 2,2 cm dediametro
interno), se recolect6 a una profundidad de 20 cm, un total de 25 submuestras al azar mediante

un recorrido en zig-zag. Posteriormente, las submuestras se homogenizaron entre si para
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obtener una muestra compuesta de 1 kg de suelo y 100g raiz. Las muestras se almacenaron
en bolsas de polietileno y se trasladaron en una hielera al Laboratorio de Nematologia y se
conservaron a una temperatura ambiente entre 17-25 °C. Las muestras de raiz se guardaron
en un refrigerador a una temperatura entre 5y 7 °C evitando un méximo de cinco dias de
almacenamiento (Esquivel y Peraza, 2010). Con la ayuda de un GPS (Global Position

System) se georreferencio cada sitio de muestreo.

2. Extraccion de nematodos

La extraccion de nematodos se realizé mediante el método de Jenkins (1964). Se tomo una
submuestra de 100 g de suelo, se colocé en una cubeta y se lavé directamente bajo un chorro
de agua a presion. La suspension resultante se agitd con una paleta de madera y se dejo
reposar por 30 segundos. Seguidamente, se procedid a decantar la solucion sobre un juego
de tamices superpuesto de 100 y 400 mallas. La operacion se repitio una vez mas con el suelo
remanente en la cubeta. Con la ayuda de una piseta, el suelo retenido en la criba de 400 mallas
se transfirid a tubos de centrifuga de 50 mL y se centrifugaron durante 3 minutos a 8000 rpm.
Una vez finalizado, se decant6 cuidadosamente el sobrenadante y se agregd una solucion de
azucar (484 g de azucar disuelto en 1L agua), la cual se agitd vigorosamente con el objetivo

de resuspender el suelo con el azucar y se volvio a centrifugar durante 3 minutos a 8000 rpm.

El sobrenadante se vertio sobre una criba de 500 mallas y el exceso de azucar se lavé con
agua. Por altimo, se transfirieron los nematodos recuperados a un plato de conteo o siracusa
para su observacion. El procesamiento para extraccion de los nematodos en raiz fue similar,
con la diferencia de que se pesaron 10 g, se maceraron a través de una licuadora (Osterize
galaxie, dual ranger 16) por 20 segundos y se trasladaron al juego de tamices de 100 y 400

mallas, donde se siguio el procedimiento ya mencionado para las muestras de suelo.

3. Descripcién morfolégica y morfométrica

Los adultos (machos y hembras) extraidos se colocaron en una caja de conteo circular de 60
x 15 mm, la cual consistio en un recipiente plastico cuadriculado para el conteo de los

nematodos. En un microscopio invertido (Olympus® CK30-F100) se pescaron 20 hembras
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y 10 machos y se trasladaron a una gota de agua corriente colocada en un rectangulo con
medio AA (agar-agua al 3%) de acuerdo con la metodologia de Grewal, (1990). El rectangulo
se coloco en un portaobjetos para la visualizacion de cada uno de los ejemplares. Se tomaron
iméagenes con una camara Nikon DS-Fil adaptada a un microscopio Nikon Eclipse 80i con
contraste de interferencia diferencial (DIC). Las fotografias se editaron con el programa
Photoshop CS4®.

Para los estudios morfométricos se realizaron las siguientes mediciones: longitud del cuerpo
(um); longitud del estilete (um); largo del conus y Orificio de la Glandula Dorsal (DGO);
ubicacion del poro excretor medido de la region anterior (um); longitud del eséfago (um);
ancho maximo del cuerpo (MBW) (um); longitud del post-corpus (um); ndmero de
anulaciones labiales; largo, tipo y forma de la cola; namero de anulaciones de la cola; ancho
méaximo del cuerpo a nivel del ano (ABW) (um); namero y estructura de lineas laterales a
nivel vulvar; longitud de la vulva; longitud de la génada anterior; longitud del saco uterino
postvulvar; forma de la espermateca; longitud de la espicula y gubernaculo. Ademas de las
medidas se calcularon los siguientes radios: a: Longitud del cuerpo/ancho del cuerpo, b:
Longitud del cuerpo/ longitud del es6fago; c: Longitud del cuerpo/ longitud de la cola, ¢:
Longitud de la cola/ ancho del cuerpo a la altura del ano; V%: Longitud de la vulva /longitud
del cuerpo (Souza, 2008). G1: Longitud del ovario anterior *100 / longitud del cuerpo, MB:
Distancia anterior del post-corpus *100 / longitud del eséfago, O: (Longitud del DGO /
longitud del estile) *100 y m: (Longitud del conus / longitud del estilete) *100 (Siddiqui,
2000; Jacob y Van Bezooijen, 1984).

Con los datos obtenidos de las mediciones anteriores, se realizé un andlisis estadistico

descriptivo en el que se obtuvo el promedio, desviacion estandar, datos maximos y minimos

de cada poblacién de Pratylenchus perteneciente a cada uno de los cultivos en estudio.
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4. Analisis molecular

4.1 Extracciéon del ADN

Se utilizaron 10 individuos adultos de Pratylenchus de cada cultivo muestreado, los cuales
se colocaron en un contador para nematodos y se observaron bajo un microscopio invertido
(Olympus® CK30-F100). Cada nematodo se transfirid 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 pl de proteinasa K
(20 mg/ml). Cada tubo con un nematodo se coloc6 en un bafio ultrasoénico (Bransonic 2510
ultrasénico, Branson Ultrasonidos) con agua destilada y se incub6 durante 10 min a 60 °C.
Posteriormente, se incubd durante 30 min a 60 °C en un termociclador y después se mezcl6
en un agitador tipo vortex. Seguidamente, se incub6 a -20°C durante 15 minutos, a 90°C
durante 10 minutos, se agito en el vértex, se incubd 15 minutos a -20°C y por ultima vez a
90°C durante 10 minutos. Finalmente, se centrifugd cada tubo (perteneciente a cada
poblacion por cultivo en estudio) por 2 minutos a 2000 rpm y se tomaron 45 pl de la
suspension de ADN de cada uno y se transfirié a un nuevo tubo de microcentrifuga y se

almacend a -20°C (Solano et al., 2013).

4.2 PCR

Por medio de la PCR se amplificé el dominio D2-D3 de la region 28S del ADN ribosomal
(ADNFr) 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 ITS1 entre los genes ribosomales nucleares con
los cebadores rDNA2 (5-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3") y rDNAL158S (5-
ACGAGCCGAGTGATCCACCG-3) (Wang et al., 2003). Se realizaron reacciones de PCR
de 50 ul para lo cual se utilizo la siguiente mezcla de reaccion: 1,75 pul MgClI 2 25 mM, 1,25
pl ANTPs 2 mM, 0,2 pl de cada imprimador a 10 mM; 0,2 pl Dream Taq polimerasa (5U/
ul), 25 ul de DreamTaq buffer 10X, 15 ul de agua ultrapura y 6,6 pul de ADN. Todas las
PCRs se realizaron en un termociclador Veriti™ (Applied Biosystems®) bajo las siguientes
condiciones de temperatura: un primer paso de desnaturalizacion a 94 °C durante 2 minutos,

seguido por 35 ciclos a 94 °C durante 30 s, una temperatura de 53 °C para los cebadores
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rDNA2 y rDNA1.58S y 57°C para D2/D3°C durante 45 s, 72 °C durante 3 min, y un ultimo
paso de extension a 72 °C durante 10 min. Los productos de PCR se analizaron en geles de

agarosa TopVision™ al 1% tefiido con GelRed™ (Biotium Inc.).

4.3 Secuenciacion

De las cinco poblaciones de Pratylenchus en estudio, se enviaron 10 nematodos en una
solucién de 50 ul alcohol al 75%, y en 50 pl de DESS, al Instituto de Agricultura Sostenible
(IAS) del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) de Cordoba, Esparia, en
donde se realizaron la secuenciacion y analisis filogenéticos. Los productos de PCR se
purificaron previos a la secuenciacion con el kit ExXoSAP-IT (Affmetrix, productos USB) y
la cuantificacion del ADN se realiz6 por medio de un espectrofotdmetro Nanodrop
(Nanodrop Technologies, Wilmington, USA). La secuenciacion se llevd acabo en un
secuenciador multicapilar de ADN (analizador genético Modelo 3130XL; Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando el BigDye 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 Pratylenchus depositadas en el
GenBank® y se calcularon los porcentajes de similitud y divergencia entre ellas. Cada

secuencia obtenida en este estudio se incorporo a la base de datos del GenBank®.

4.4 Andlisis filogenéticos

Para los analisis filogenéticos se utilizaron las secuencias de las regiones D2-D3 e ITS del
ADNIr de las diferentes especies de Pratylenchus 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 regidn 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 mdaltiples con
las secuencias de los diferentes genes con el programa MAFFT v.7.205 con pardmetros ya
establecidos (Katoh y Standley, 2013). Los analisis filogenéticos se realizaron basados en el

criterio de Inferencia Bayesiana (IB) (Schwarz, 1978) por medio del programa MrBayes
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v.3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2003). Se obtuvo el mejor modelo de sustitucion de
nucledtidos (modelo de evolucion de ADN) para generar los arboles con el programa
JModelTest v.2.1.7 (Darriba et al., 2012) con el Criterio Inferencia Bayesiana (IB) (Schwarz,
1978). Por ultimo, se utiliz6 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.

4.5 Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP)

Se hicieron analisis RFLP con los productos de PCR generados con los imprimadores rDNA2
(5"-TTGATTACGTCGCTGCCCTTT-3") (Powers et al., 1997) y el rDNA1.58S (3'-
ACGAGCCGAGTGATCCACCG-5") (Cherry et al., 1997), para lo cual se utilizaron las
enzimas de restriccion Ded-1, Hind-11l y Pst-1 siguendo las indicaciones del fabricante. Se
tomo 1 pl de cada enzima, 1,5 pl de buffer especifico para cada enzima, 7,5 ul de agua ultra
pura'y 5 ul del producto de PCR y se incubaron en el termociclador a 37°C durante 1 hora.
Los fragmentos de PCR y RFLP se separaron por medio de electroforesis en geles de agarosa
al 2%, preparados con TBE 1X y tefiidos con GelRedTM (Biotium Inc.), y se observaron en

un transiluminador con luz ultravioleta.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los analisis morfoldgicos, morfométricos, moleculares permitieron identificar las especies
de Pratylenchus asociadas a cuatro cultivos de importancia agricola en Costa Rica (pifia,
platano, arroz y pasto estrella). Se identifico la especie P. coffeae en una finca dedicada al
cultivo de platano (Musa sp.) en la zona de Talamanca, Limén. La especie P. brachyurus se
encontrd asociada a dos plantaciones de pifia (Ananas comosus) en San Carlos, Alajuela y
Guapiles, Limon. Finalmente, la especie P. zeae, se encontrd en asocio con arroz (Oryza
sativa) en Laurel, Corredores, Puntarenas y a pasto estrella (Cynodon nlemfuensis) en San

Vicente de Ciudad Quesada, San Carlos.
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1. Descripcion morfométrica y morfologica

Los pardmetros morfométricos establecidos por otros investigadores para las especies de P.
coffeae, P. brachyurus y P. zeae, (Tablas 2, 3, 4 y 5) coincidieron con los datos obtenidos en
esta investigacion; sin embargo, algunas mediciones o valores presentaron diferencias
(mayores 0 menores) que los de la poblacion tipo, lo que es normal en identificaciones
taxondmicas. De acuerdo con Peraza et al., (2013), las medidas en las poblaciones de
nematodos pueden mostrar variabilidad en los parametros morfométricos dentro de una
misma especie, debido muchas veces a la superposicion en algunas medidas. Asimismo,
Peraza y colaboradores (2013) mencionan que las diferencias en los caracteres morfoldgicos
pueden estar ligadas a factores ambientales que predisponen directamente el desarrollo de las

poblaciones, en este caso de individuos de Pratylenchus.

A continuacidn, se presentan las medidas morfométricas, morfologicas (microfotografias)
tomadas en machos y hembras de cada poblacion de Pratylenchus asociada a los cultivos

muestreados.

Pratylechus coffeae

(Ryss, 1988)

Cultivo: Platano

Mediciones: Cuadro 2

Descripcion: Figura 3.

Hembra

Presentd una variacion en longitud y didmetro del cuerpo de 420,9 a 700,0 pum de largo y
17,3 a 25,0 um de ancho (MBW), asi como en la forma y grosor de la cola. Regidn labial con
tres anillos. Borde posterior del marco labial fuertemente esclerotizado. Campo lateral con

cuatro lineas, con bandas internas entre las lineas. Tamario del estilete entre 13,6 a 18 um,
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conun DGO de 1,6 a 3,6 um de largo. Apertura del orificio del poro excretor hasta la cabeza
entre 73,8-109,4 um de longitud. Largo del es6fago entre 113,1 a 151,4 um. Longitud de la
vulva entre 80,0 a 142,9 um, se ubicé a 77,5-83,1 % con respecto a la longitud total del
cuerpo. Gonada anterior con una longitud entre 129,8 a 307,3 um. Saco uterino postvulvar
entre 16,7 a 31,7 um de largo. Forma de la cola variable, truncada o hemisférica de 20,0 a
30,0 anillos y de 24,4 a 37,0 um de largo.

Macho

En las muestras recolectadas se encontraron en un 50% con respecto a las hembras en estudio.
El largo del cuerpo oscil6 entre 468,6-562,3 um, con un MBW de 17,0-20,1 pum de ancho.
Estile entre 13,7 a 15,7 um de longitud y un DGO de 2,8 a 3,7 um de largo; con campo lateral
de cuatro lineas. Poro excretor entre 81,5 a 96,5 um de longitud. Es6fago entre 113,0 a 136,5
um de largo. Espicula entre 16,4 a 23,6 um de largo y el gubernaculo entre 3,0 a 5,8 um de

longitud. La cola presento un largo de 25,9 a 33,9 um.

Diagndstico

P. coffeae se caracteriza por tener la region labial con dos anillos. La espermateca es grande
ampliamente ovalada casi redonda, con una relacion de 76-84 % de la posicién vulvar con
respecto a la longitud del cuerpo. La cola es conoide variable en la parte terminal por lo
general con forma de punta. Se puede distinguir de la especie estrechamente relacionada (P.
loosi) por la anulacion del cuerpo, la posicion de la vulva, la forma de la cola es truncada o
hemisférica en P. coffeae, y sin corte ni finamente apuntado en P. loosi (Castillo & Vovlas,
2007).

Tipo de hospedante y localidad

La especie P. coffeae se encontr6 en raiz y suelo del cultivo de platano en la localidad
Talamanca, zona Huetar Atlantica, en la provincia de Limdn, Costa Rica.
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Otros hospederos y localidades

Esté especie se encuentra extendida en América Central y del Sur. Se ha reportado en fiame
y platano en Belice (Bridge et al., 1996); camote (Dioscorea cayennensis Lam.) (Moura et
al., 2001), tubérculos de papa (Kubo et al., 2001) y Guanabana, Annona muricata L. (Moura
et al., 1998) en Brasil; banano en Colombia (Grislaes-Lopez & Lescot, 1999), Puerto Rico
(Oramas y Romén, 1982); ornamentales en Costa Rica (Marban-Mendoza y Flores, 1993),
Martinica (Quénéhervé et al., 1997); arroz en Cuba (Fernandez y Ortega, 1998); abaca Musa
textilis L. en Ecuador (Bridge, 1976); café (Pourjam et al., 1999) y citricos en Honduras
(Pinochet et al., 1978).

En el continente africano se ha reportado asociado a platano en Camerdn (Bridge et al.,
1995); Costa de Marfil (Adiko, 1988; Adiko & N’Guessan, 2001) y Nigeria (Speijer et al.,
2001). También en café en Ghana (Pourjam et al., 1999); India (Giribabu & Saha, 2003) e
Iran (Pourjam et al., 1997, 1999), banano en Sur Africa (Daneel et al., 2003) y Tanzania
(Rajab et al., 1999).

Asi mismo, hay reportes de esta especie asociada a otros cultivos en otros paises como
banano (Chau et al., 1997; Van den Berg et al., 2006) y café en Vietnam (Ryss & Fam-
Tkhan, 1989); en la India en los siguientes cultivos: citricos (Bajaj & Bhatti, 1984), banano
(Sundararaju et al., 2002), palma aceitera (Elaeis guineensis Jacg.) (Sundararaju &
Ratnakaran, 2002), coco y nuez de areca (Rama & Dasgupta, 2000), jengibre (Rama &
Dasgupta, 1998), plantas aromaticas y medicinales (Sivakumar & Vadivelu, 1997), guisante
y cacahuete (Sharma et al., 1992). En crisantemo en la India (Rashid & Khan, 1975), e Iran
(Lee et al., 2006) y finalmente, en camote en Japon (Gotoh, 1964; lwahori & Sano, 2003).
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Tabla 2. Medidas morfométricas de hembras y machos de la especie P. coffeae en estudio y su comparacién con las
mediciones de la poblacion original descrita por Ryss, (1988). Localidad: Talamanca, Limdn. Region Huetar Atlantica de

Costa Rica. 2018.

Platano (Musa Sp.) Ryss, 1988.
Hospedero Hembra (um) Macho (pum) Hembra (um) Macho (um)
N° 20 10 10 10
L ***554,2+78,9(420,9-700,0)  515,3+32,2(468,6-562,3)  **620 (490-650) **520 (440-600)
A 26,6+1,9 (23,2-30,9) 28,7+1,3 (26,9-30,7) **28 (25-31) **28 (25-32)
B 4,1+0,5 (3,2-4,9) 17,4416 (14,3-19,9) **5,9 (5,1-6,6) **6,2 (5,6-6,9)
C 18,8+2,0 (14,4-21,7) 34,6+3,9 (26,3-40,7) **21 (19-22) **20 (18-23)
c 2,3%0,2 (2,0-2,7) 2,0+0,3 (1,6-2,5) *3,2 *2,0
G1 32,745,7 (24,0-43,9) - *41,5 -
@) 18,313,6 (10,5-22,5) 21,8+2,6 (18,5-25,5) *18,7 *20
M 43,4+3,3 (38,6-49,4) 44,4427 (41,1-50,4) *50 *40
MB 43,7+4,8 (34,1-52,8) 37,7+5,6 (27,1-42,4) *41,9 *41
MBW 20,9+2,5 (17,3-25,0) 18,8+0,9 (17,0-20,1) *20 *14
ABW 12,7+1,5 (10,8-16,8) 15,0+1,7 (12,0-17,8) *10,0 *12
Anulaciones 1,60,5 (1,0-2,0) 1,9+0,3 (1,0-2,0) *2 *2
labiales
Longitud estilete 16,7+1,0 (13,6-18,0) 14,9+0,7 (13,7-15,7) **17 (15-18) **16 (15-17)
Conus 6,9+0,5 (6,1-7,8) 6,60,4 (6,0-7,3) *8 *6
DGO 2,940,6 (1,6-3,6) 3,2+0,3 (2,8-3,7) *3 *3
Longitud poro 93,7+11,4 (73,8-109,4) 89,2+5,4 (81,5-96,5) *65 *70
excretor
Longitud es6fago 135,5+13,5 (113,1-151,4) 126,0+8,4 (113,0-136,5) *106 *101
Longitud post- 59,4+10,0 (39,0-79,9) 47,145,1 (36,8-53,5) *42,5 *41,5
corpus
N° Il'neasriaterales 4,140,2 (4,0-5,0) 40,0 (4,0-4,0) *4 *4
\Y 109,4+16,9 (80,0-142,9) - *100 -
LGA 181,0+40,8 (129,8-307,3) - *200 -
Saco uterino 24,2+4.7 (16,7-31,7) - *21,5 -
postvulvar
V% 80,2+1,7 (77,5-83,1) - **79 (76-82) -
Longitud cola 29,5+2,7 (24,4-37,0) 29,8+2,8 (25,9-33,9) *26,3 *25

*26
18,242,0 (16,4-23,6) -
3,8+0,8 (3,0-5,8) -

Anulaciones cola 22,2+2,3 (20,0-30,0)
Longitud espicula -
Longitud -
gubernaculo

**17 (16-18)
6 (5-7)

Mediadas estimadas a partir de la fig. Set. 1 N°6 (Zimmermann, 1898*) de la descripcion original de (Ryss, 1988**).

***Promedio + Desviacién Estandar (minimo-maximo). L (Longitud del cuerpo). A (L/MBW). B (L/Longitud es6fago). C
(L/Longitud cola). ¢” (Longitud cola/ ABW). G1 (Longitud génada anterior*100/L). O (DGO/Longitud estilete*100). m (Longitud
conus/Longitud estilete*100). MB (Longitud post-corpus*100/ Longitud eso6fago). MBW (Diametro del ancho maximo del cuerpo).
ABW (Diametro del cuerpo a nivel del ano). Anulaciones labiales (NUmero de anulaciones en la base de la cabeza). Longitud del
estilete (Longitud de la base de los nédulos hasta la parte anterior del estilete). Conus (Longitud de la parte media hasta la posterior
del estilete) DGO (Longitud de la base de los nédulos hasta el orificio de la glandula dorsal). Longitud poro excretor (Longitud de
la apertura del orificio del poro excretor hasta la cabeza). Longitud eséfago (Longitud desde la cabeza hasta el final del es6fago).
Longitud post-corpus (Longitud de la base del corpus hasta final de esdfago). V (Longitud de la apertura vulvar hasta la cola). LGA
(Longitud gonada anterior) (Longitud de la apertura vulvar hasta final de la génada anterior). Saco uterino postvulvar (Longitud de
la apertura vulvar hasta el final del saco uterino postvulvar). V% ((V*100)/L-100). Longitud de la cola (De la apertura anal hasta el
final de la cola). Anulaciones de la cola (NUmero de anulaciones desde la apertura anal hasta final de la cola). Longitud espicula
(Longitud de la base hasta la parte posterior de la espicula). Longitud gubernaculo (Longitud de la base hasta la parte2fosterior del
gubernéaculo).
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Figura 3. Fotomicrografias de P. coffeae en platano. A. Hembra. B. Macho. C, D y E. Region anterior de la hembra, mostrando: Glandula
Dorsal esoféagica (GDE), estructura del Bulbo Medio (MB), poro excretor (PE) y estilete (E). F,G, H, I, J y K. Region posterior de la
hembra. L, M, N. Vista de la cola del macho con su espicula (E), bursa (B) y gobernaculo (G). O. Regi6n posterior de la hembra, vulva
(V). Escalas: A: 50 um, B: 30 um, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L, M, N, O: 20 pm).




El analisis morfométrico, junto con las descripciones realizadas por Bridge et al. (1996) en
Belice; Moura et al. (2001) en Brasil; Bridge (1976) en Ecuador; Marban-Mendoza y Flores
(1993) y Ryss (1988) en Costa Rica, permitieron la identificacion de la poblacion de P.
coffeae asociada al cultivo de platano. Segln Ryss (1988), la especie P. coffeae se diferencia
de otras especies de Pratylenchus por el nimero de anulaciones labiales (2), porcentaje
vulvar @ 79% (76-82%), largo del saco uterino &' (21,5), la forma de la cola subesferica lisa
y presencia de machos que presentan un largo de la espicula de &' (17,0) y un gubernaculo
de & (6,0). Al comparar las medidas de esta investigacion con la primera descripcion de la
especie, se observo que los especimenes presentaban dos anulaciones labiales, un porcentaje
vulvar de @ 80,2% (77,5-83,1%), un largo del saco uterino postvulvar de ¢ (24,2) y una
forma de la cola esférica con terminacion irregular. Asimismo, la presencia de machos con
un largo de la espicula de &' (18,2) y un gubernaculo de & (3,8). Ademas, coincidieron otras
medidas como largo del estilete, nimero de lineas laterales, ancho del ABW, los radios, ¢ y

c¢’, largo y numero de anulaciones de la cola.

De acuerdo con Silva e Inomoto, (2002) la especie P. coffeae esta estrechamente relacionada
al cultivo del café en el pais; no obstante, Fernadez y Quesada, (2013) y Esquivel y Pereza,
(2010) lo asocian al cultivo de banano, en la region Huetar Norte. Los nematodos
fitoparasitos mas importantes en musaceas son Radopholus, Pratylenchus y Meloidogyne
(Guzmanet al., 2013). Segun Gowen et al., (2005), P. coffeae se encuentra dentro de los
nematodos més comunes en plantaciones de muséceas en el mundo y se caracterizan por
causar la destruccion de las raices primarias en las plantas, provocando hasta un 30% de

pérdidas si no se realizan controles de las poblaciones.
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Pratylenchus zeae

(Graham, 1951)

Cultivo: Pasto Estrella
Mediciones: Cuadro 3
Descripcion: Figura 4.
Hembra
La longitud del cuerpo varié de 306,5 a 440,9 um y presenté un MBW de 16,4 a 19,8 um de
ancho. Region labial mostrd tres anillos. Estilete entre 13,2 a 16,1 um de largo con un DGO
de 2,0 a 3,0 um de longitud. Campos laterales con cuatro lineas extendidas hasta el final de
la cola. Apertura del orificio del poro excretor hasta la cabeza entre 54,7 a 78,1 um de largo.
Esofago con una longitud de 77,3 a 109,5um. Gonada anterior entre 66,2 a 189,2um de largo.
Saco uterino postvulvar entre 10,1 a 26,4 um de longitud. Espermateca redonda y pequeria.
Vulva con un largo de 87,5 a 123,0um y representd un 66 a 75% con respecto a la longitud
del cuerpo. Cola variable, por lo general en forma de punta, estrechamente redondeada y lisa,
con una longitud de 18,4 a 26,3 umy entre 16 a 24 anulaciones.

Macho

Los machos rara vez se encuentran presentes, en este estudio no se encontraron especimenes.
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Pratylenchus zeae

(Graham, 1951)

Cultivo: Arroz

Mediciones: Cuadro 3

Descripcion: Figura 5.

Hembra

La longitud del cuerpo varié de 341,3 a 533,9 um y presenté un MBW de 16,3 a 21,6 um de
ancho. Region labial con tres anillos. Estilete entre 13,1 a 15,7 pum de largo con un DGO de
1,6 a 2,9 um de longitud. Campos laterales con cuatro lineas extendidas hasta el final de la
cola. Apertura del orificio del poro excretor hasta la cabeza entre 50,6 a 86,1um de largo.
Esofago con una longitud entre 99,2 a 132,2 um. Gonada anterior entre 102,8 a 155,9 um de
largo. Saco uterino postvulvar entre 19,0 a 34,2 um de longitud. Espermateca redonda y
pequefia. Vulva entre 101,4 a 158,1 um de longitud y represento un 69 a 75% con respecto a
la longitud del cuerpo. Cola variable, por lo general en forma de punta, estrechamente
redondeada y lisa, con una longitud entre 17,8 a 30,7um y entre 20,0 a 27,0 anulaciones.

Macho

Los machos rara vez se encuentran presentes, en este estudio no se encontraron especimenes.
Diagnostico

Se caracteriza por la region labial de tres anillos. La espermateca es de forma redonda y
pequefia con una relacion de 68-76% de la posicion vulvar con respecto a la longitud del

cuerpo. La cola es conoide variable en la parte terminal por lo general con forma de punta.

Se distingue de especies estrechamente relacionadas como P. bolivianus y P. curvicauda, por
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la longitud del estilete, la posicion de la vulva, la forma de la espermateca y de la cola. Los
machos rara vez se encuentran presentes; sin embargo, no son esenciales para la
reproduccion. No obstante, en las ocasiones en que se encontré un macho, éste present6 una
espicula delgada en forma de arco de 14 a 15 um de largo, con un gubernéaculo de 4 a 5 um
de longitud y margenes de la bursa ligeramente dentados de acuerdo con Castillo y Vovlas
(2007). Estudios de Inserra et al. (2005), mostraron similitud entre P. jordanensis y P. zeae,

lo que sugieren que el primero es un sinénimo de este ultimo.

Tipo de hospedante y localidad

La especie P. zeae se encontré en raiz y suelo del cultivo de pasto estrella en la localidad San
Vicente de Ciudad Quesada, San Carlos, en la provincia de Alajuela, Costa Rica. Asimismo,
se encontrd asociado a raiz y suelo del cultivo de arroz en la localidad de Laurel, Corredores,

en la provincia de Puntarenas, Costa Rica.

Otros hospederos y localidades

Esta especie se encontrd asociada en plantaciones de maiz en Georgia (Johnson et al., 1974),
Bulgaria (Stoyanov, 1977), Rusia (Ryss, 1988), Filipinas (Davide, 1988) Camerun
(Noupadja, 1997), Carolina del Sur (Robbins et al., 1987), Namibia (De Waele et al., 1998),
Argentina (Doucet & Cagnolo, 1998), Belice (Bridge et al., 1996), Kenia (Van den Berg et
al., 2001), Canada (Kanwar et al., 1996).

Ademas, se encontro en arroz en Camerun (Samson & Geraert, 1975), Sudafrica (De Waele
& Van Den Berg, 1988), Cuba (Fernandez y Ortega, 1998), Argentina (Doucet & Cagnolo,
1998), Guinea, Beniny Togo (Coyne et al., 2000), Nigeria (Babatola, 1984), Costa de Marfil
(Coyne & Plowright, 2002), Belice (Bridge et al., 1996), Canada (Sharma et al., 1992),
Venezuela (Medina et al., 2009). En cafia de azucar en Canada (Townshend et al., 1978),
Mozambique (Oever et al., 1998), Republica Dominicana (Roman & Grullon, 1975); Panaméa
(Tarté etal., 1977); Costa Rica (Lépez y Salazar, 1990); Colombia (Agudelo & Volcy, 1998);
Australia (Blair et al., 1999), Martinica (Delaville et al., 1996); Japén (Uehara et al., 1998);
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Venezuela (Crozzoli, 2002); Brasil (Dinardo-Miranda et al., 2003), Costa de Marfil
(Machado et al., 2007), Sudafrica (Cadet et al., 2004), Brasil (Barbosa y Santos, 2009), India
(Mehta y Sundararaj, 1990).

Por otra parte, en identificd su presencia en soja en Arkansas (Robbins et al., 1987), Zambia
(Lawn et al., 1988), Egipto (Salem et al., 1994) y Sudéafrica (Fourie et al., 2001); en sorgo
en Mississippi (Cuarezma-Teran et al., 1984); algodédn en Florida (Robbins et al., 1989); café
en Hawaii (Schenck & Schmitt, 1992); cultivos de subsistencia y malezas en Malawi
(Hillocks et al., 1995). Brachiaria brizantha (Sharma et al., 2001), Panicum maximun, P.
purpurascensen (Lordello Mello Filho, 1970) y frijol en Brasil; sorgo (Bee-Rodriguez y
Ayala, 1977) y citricos en Puerto Rico (Crozzoli et al., 1998). Gramineas en Sudéfrica y
USA, Praderas de Florida (Waeyenberge et al., 2009; Waeyenberge et al., 2000) y en Canada
(Yu, 2008), cultivos de leguminosas en Canada (Ali & Askary, 2001), en diferentes cultivos
en Tailandia (Toida et al., 1996); garbanzo en Turquia (Di Vito et al., 1994). En cultivo de
papaya en Pakistan (Khan et al., 2007) y en diversos cereales en Uganda (Talwana et al.,
2008).
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Tabla 3. Medidas morfométricas de hembras de la especie P. zeae en estudio y su comparacion con las mediciones de
la poblacién original descrita por Graham (1951). Localidad San Vicente de Ciudad Quesada, San Carlos, Alajuela, Costa

Rica. 2018.

Hospedero (Cynodon nlemfuensis)

Hembras (um)

(Oryza sativa)
Hembras (um)

Graham, 1951.
Hembras (um)

20
***354,3+28,4 (306,5-440,9)
19,6%1,7 (15,8-23,1)
3,7+0,3 (3,2-4,6)
15,9422 (12,7-21,0)
2,1+0,1 (1,9-2,4)
24,6+3,6 (19,6-31,5)
17,6+2,4 (13,0-22,7)
46,7+3,7 (37,3-54,9)
MB 39,2+3,5 (30,9-46,9)
MBW 18,1+0,8 (16,4-19,8)
ABW 10,7+0,7 (9,4-11,9)
Anulaciones labiales 2,0+0,2 (1,0-2,0)
Longitud estilete 14,1+0,6 (13,2-16,1)
Conus 6,6+0,4 (5,9-7,4)
DGO 2,5+0,3 (2,0-3,0)
Longitud poro excretor 67,0+6,0 (54,7-78,1)
Longitud eséfago 95,0£7,9 (77,3-109,5)
Longitud post-corpus 37,7+5,3 (26,8-49,2)
N° lineas laterales 3,8+0,6 (2,0-4,0)
\Y 105,1+9,8 (87,5-123,0)
Longitud gonada anterior 87,1+13,2 (66,9-198,2)
Saco uterino postvulvar 17,2+4,2 (10,1-26,4)
V% 70+2,2 (66-75)
Longitud cola 22,6x+2,3 (18,4-26,3)

20@eo0wm>»r Z

20
430,2+38,6 (341,3-533,9)
23,7+2,6 (19,4-30,9)
3,840,3 (3,1-4,4)
17,0+1,5 (14,6-19,2)
2,540,3 (1,8-2,9)
28,9+3,8 (23,5-38,4)
16,6+2,4 (11,9-20,4)
46,7+3,3 (37,3-50,7)
42,0+3,2 (37,0-49,7)
18,2+1,4 (16,3-21,6)
10,4+0,6 (9,0-12,2)
2,1+0,2 (2,0-3,0)
14,4+0,8 (13,1-15,7)
6,7+0,7 (5,0-7,6)
2,4+0,4 (1,6-2,9)
72,2+9,9 (50,6-86,1)
114,2+8,4 (99,2-132,2)
48,0+5,0 (40,4-58,0)
4,0£0,0 (4,0-4,0)
122,9+12,2 (101,4-158,1)
123,9+15,4 (102,8-155,9)
24,6+3,6 (19,0-34,2)
71+1,7 (69-75)
25,6+3,5 (17,8-30,7)

**540,0 (360,0-580,0)

**27,0 (25,0-30,0)
**6 5 (5,4-8,0)
**15,2 (17,0-21,0)
*2.5
*21,3
*40,6
*41,7
*23,7
*10,0
3
**15 5 (15,0-17,0)
*6,3
*70,0
*113,8
*47,5
*4
*86,8
*115,0
* 25,0
**71,0 (68,0-76,0)
*25,0

Medidas estimadas a partir de la fig. 108 (Castillo y Vovlas, 2007*) de la descripcién original de (Van der Berg, 1971*%*).

***pPromedio + Desviacion Estandar (minimo-maximo). L (Longitud del cuerpo). A (L/IMBW). B (L/Longitud es6fago). C
(L/Longitud cola). ¢” (Longitud cola/ ABW). G1 (Longitud génada anterior*100/L). O (DGO/Longitud estilete*100). m (Longitud
conus/Longitud estilete*100). MB (Longitud post-corpus*100/ Longitud es6fago). MBW (Diametro del ancho maximo del
cuerpo). ABW (Diametro del cuerpo a nivel del ano). Anulaciones labiales (NUmero de anulaciones en la base de la cabeza).
Longitud del estilete (Longitud de la base de los nddulos hasta la parte anterior del estilete). Conus (Longitud de la parte media
hasta la posterior del estilete) DGO (Longitud de la base de los nddulos hasta el orificio de la glandula dorsal). Longitud poro
excretor (Longitud de la apertura del orificio del poro excretor hasta la cabeza). Longitud eséfago (Longitud desde la cabeza
hasta el final del es6fago). Longitud post-corpus (Longitud de la base del corpus hasta final de eséfago). V (Longitud de la apertura
vulvar hasta la cola). LGA (Longitud gonada anterior) (Longitud de la apertura vulvar hasta final de la génada anterior). Saco
uterino postvulvar (Longitud de la apertura vulvar hasta el final del saco uterino postvulvar). V% ((V*100)/L-100). Longitud
de la cola (De la apertura anal hasta el final de la cola). Anulaciones de la cola (NUmero de anulaciones desde la apertura anal
hasta final de la cola). Longitud espicula (Longitud de la base hasta la parte posterior de la espicula). Longitud gubernaculo
(Longitud de la base hasta la parte posterior del gubernaculo).
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C. Vista lateral de la parte

de P. zeae en pasto estrella. A, B,
anterior del cuerpo de la hembra mostrando estructura del Bulbo Medio (MB) yestilete
D, Ey F. Vista lateral de la cola de la hembra. G. Hembra mostrando la vulva (V).

L y M. Parte terminal de la cola de hembras. Escalas G: 50 um. A, B, C, D

L, M: 20 pm).

ias

Figura 4. Fotomicrograf

E, F,
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Figura 5. Fotomicrografias de P. zeae en arroz. A, B, C. Vista lateral de la parte anterior del
cuerpo de la hembra mostrando: Glandula Dorsal esofagica (GDE), Bulbo Medio (MB),
Poro Excretor (PE) y Estilete (E). D, E y F. Vista lateral de la cola de la hembra. G. Hembra
mostrando la Vulva (V). H, I, J, K, L y M. Parte terminal de la cola de hembras. Escalas G:
40um. A, B,C,D,E, F, H, I J K, L, M: 20 um).

El analisis morfométrico, junto con las descripciones realizadas Doucet y Cagnolo (1998) en
Argentina; Lopez y Salazar (1990) en Costa Rica; (Fernandez y Ortega, 1998) en Cuba; Yu
(2008) en Canada y Graham (1951), permitieron la identificacion de la poblacion de P. zeae
asociada al cultivo de pasto estrella y arroz. Segun Graham (1951), la especie de P. zeae se
distingue de otras especies de Pratylenchus por el nimero de anulaciones labiales (3),
longitud del estilete ¢ (15,5), porcentaje vulvar @ 71,0% (68-76), una forma de la cola
conoide puntiaguda. Al comparar las medidas de esta investigacién con la primera
descripcién de la especie, se encontrd que los especimenes presentaban tres anulaciones
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labiales en pasto estrella (PE) y arroz (AR), longitud del estilete de ¢ (14,1) enPEYy ¢ (14,4)
en AR, porcentaje vulvar de @ 70% (66-75%) en PE'y @ 71% (69-75%) en AR, una cola
conoide con una pequefia protuberancia de forma puntiaguda en ambos cultivos. Ademas,
medidas como longitud del conus, ancho de ABW, namero de lineas laterales, longitud y

numero de anulaciones de la cola, tuvieron concordancia con la descripcion original.

Es frecuente encontrar especies de P. zeae en asocio a plantaciones arroceras de Costa Rica
(Lopez et al. 1987; Lopez y Salazar 1988; Araya 2008; Guzman et al. 2011). El Servicio
Fitosanitario del Estado (SFE) en su informe 2013, mencionan que los nematodos de mayor
importancia para el cultivo del arroz en Costa Rica son: Hirschmanniella oryzae, A. besseyi;
Criconemella sp., Helicotylenchus sp., Longidorus sp., M. arenaria, M. exigua, M. incognita,
M. salasi, Paratrichodorus sp., P. zeae, Rotylenchulus sp., Trichodorus sp.,
Tylenchorhynchus sp. y Xiphinema sp. (Fernandez y Quesada, 2013). Ademas, Duncan y
Moens (2006), concuerdan en indicar que P. zeae ataca plantaciones de cereales, cultivos de

forraje, cafia de azlcar y tabaco en regiones subtropicales.

Pratylenchus brachyurus

(Ven der Berg, 1971)

Cultivo: Pifia (San Carlos, Alajuela)

Mediciones: Cuadro 4

Descripcion: Figura 6.

Hembra

La longitud del cuerpo varié de 464,3 a 639,0 umy present6 un MBW de 19,1 a 27,7 um de
ancho. Region labial con tres anillos. Estilete entre 15,2 a 19,1 um de largo con un DGO de
2,1 a 3,8 um de longitud. Campos laterales con cuatro lineas extendidas hasta el final de la
cola. Apertura del orificio del poro excretor hasta la cabeza entre 81,3 a 117,3 um de largo.
Es6fago mostrd una longitud entre 112,6 a 162,5 um. Gonada anterior entre 117,1 a 209,9
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um de largo. Saco uterino postvulvar entre 15,6 a 34,0 um de longitud. Espermateca redonda
y pequeiia. Vulva presentd entre 72,3 a 100,4 um de longitud y represento un 81-87% con
respecto a la longitud del cuerpo. Cola variable, por lo general en forma de punta,
estrechamente redondeada y lisa, con una longitud entre 22,5 a 32,7um y entre 13 a 21

anulaciones.

Macho

Los machos rara vez se encuentran presentes, en este estudio no se encontraron especimenes.

Pratylenchus brachyurus

(Ven der Berg, 1971)

Cultivo: Pifa (Guapiles, Limon)

Mediciones: Cuadro 4

Descripcion: Figura 7.

Hembra

La longitud del cuerpo vario de 446,1 a 756,1um y presenté un MBW de 18,7 a 32,0 um de
ancho. Region labial con tres anillos. Estilete entre 16,9 a 20,2um de largo con un DGO de
7,0 29,2 um de longitud. Campos laterales con cuatro lineas extendidas hasta el final de la
cola. Apertura del orificio del poro excretor hasta la cabeza entre 76,1 a 118,4 um de largo.
Esofago entre 121,8 a 169,8 um de longitud. Génada anterior entre 102,6 a 279,9 um de
largo. Saco uterino postvulvar entre 15,0 a 24,4 um de longitud. Espermateca redonda y
pequefia. Vulva entre 68,5 a 102,0 um de largo y representd un 82-87% con respecto a la
longitud del cuerpo. Cola variable, por lo general en forma de punta, estrechamente

redondeada y lisa, con una longitud de 23,3 a 36,4 umy entre 14 a 21 anulaciones.
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Macho

Los machos rara vez se encuentran presentes, en este estudio no se encontraron especimenes.

Diagnostico

Se caracteriza por presentar una region labial de 2 anillos y con una vulva ubicada entre 82
y 89% del cuerpo. La espermateca discreta no funcional, un saco uterino después de la vulva.
La cola ampliamente conoide, lisa y redondeada, truncada o espatulada en la punta. Presencia
de machos es mura rara (Castillo & Vovlas 2007). Esta especie se relaciona con P. japonicus
y P. neobrachyurus; sin embargo, difiere por el cuerpo y la longitud del estilete, la forma de
la region labial, la forma de los mandos del estilete, la posicion de la vulva y la forma de la
cola de la hembra (Corbett & Clark 1983).

Tipo de hospedante y localidad

La especie P. brachyurus se encontrd en raiz y suelo del cultivo de pifia en las localidades de

San Carlos?, en la provincia de Alajuela, y en Guépiles?, provincia de Limdn, Costa Rica.

Otros hospederos y localidades

Ha sido reportada en algunos cultivos en Africa, por ejemplo en camote en Etiopia (Agu,
2004); arroz en Costa de Marfil (Coyne et al., 1999), Guinea (Coyne et al., 1996), Sur Africa
(Van den Berg & De Waele, 1989) y platano en Costa de Marfil (Adiko, 1988), Nigeria
(Speijer et al., 2001); maiz en Kania (Van den Berg et al., 2001), Malawi (Khonga &
Hillocks, 1996), Sur Africa (De Waele & Jordaan, 1988); tabaco en Madagascar (Baudin &
Huu-Hai, 1973); soja en Sur Africa (Fourie et al., 2001), Mani en Sur Africa (Venter et al.,
1992), Trigo (Jordaan et al., 1992), y papa en Sur Africa (Koen, 1967); pifia en Uganda
(Bafokuzara, 1982); pifia al Oeste de Africa (Guerout, 1975).
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Esta ampliamente distribuida en varios paises de América central y sur: maiz (Lordello et al.,
1992; Sharma et al., 2000), algodon (Tihohod et al., 1991) y pifia en Brasil (Monteiro &
Lordello, 1972), pifia en Costa Rica (Lopez y Salazar, 1990) y Venezuela (Jimenez et al.,
2001); pastos en Colombia (Stanton et al., 1989); caucho en Costa Rica (Martinez et al.,
1972), café en Costa Rica (Lordello et al., 1968), Brasil (Oliveira et al., 1999); Cuba
(Fernandez Diaz-Silveira y Ortega Herrera, 1998); cafia de azlcar en Costa Rica (Lordello
& de Mendoca, 1970) Eucalyptus spp. en Costa Rica (Lordello, 1967), algodén y soja en
Costa Rica (Lordello et al., 1958), Brasil (Sharma et al., 2002); papas (Kubo et al., 2001),
frijoles (Rossi et al., 2000b) y cultivos frutales en Brasil (De Souza et al., 1999); citricos en
Honduras (Pinochet et al., 1978), Venezuela (Crozzoli et al., 1998); fresa en México
(Sandoval-Hernandez & Teéliz-Ortiz, 1990); cucurbitaceas en Venezuela (Naveda et al.,
1999), girasoles y ajonjoli en Venezuela (Sharma & Amabile, 1998a, b), guaba en Venezuela
(Crozzoli et al., 1991).
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Tabla 4. Medidas morfométricas de hembras de la especie P. brachyurus en estudio y su comparacion
con las mediciones de la poblacién original descrita porVan der Berg, (1971). Localidad San Vicente

de Ciudad Quesada?, San Carlos, Alajuela y Guapiles?, Limén, Costa Rica. 2018.

Hospedero (Ananas comosus)* (Ananas comosus)? Van der Berg, 1971
Hembras (um) Hembras (um) Hembra (um)
N° 20 20 **12
L ***555,4+54,7 (464,3-639,0) 575,6+73,3 (446,1-756,1) **560 (520-600)
A 23,3+2,0 (18,2-25,9) 23,1+2,0 (18,3-26,5) **20 (18-23)
B 4,0+0,5 (2,9-4,8) 4,0£0,5 (3,3-5,5) **3,9 (3,4-5,2)
C 20,6+2,9 (14,4-25,6) 19,54+2,0 (15,7-24,1) **19 (16-23)
c 2,0+0,2 (1,7-2,3) 2,0+0,2 (1,5-2,6) *2,4
Gl 28,8+5,0 (18,3-37,8) 30,5+5,6 (20,3-38,3) *18,3
@) 14,6+2,2 (11,8-21,1) 15,0£2,5 (11,1-20,2) *12,5
M 43,729 (38,0-48,3) 44,4431 (39,3-51,7) *50
MB 45,1+5,7 (33,8-55,3) 43,3+5,4 (26,3-50,7) *40,6
MBW 23,9+2,2 (19,1-27,7) 25,0+3,5 (18,7-32,0) *21
ABW 13,9+1,1 (12,0-15,7) 14,9+1,7 (11,9-17,9) *14
Anulaciones labiales 2,0£0,0 (2,0-2,0) 2,0£0,0 (2,0-2,0) *2
Longitud estilete 17,6+1,0 (15,2-19,1) 18,4+1,0 (16,9-20,2) **19 (18-21)
Conus 7,7+0,6 (6,5-8,7) 8,1+0,6 (7,0-9,2) *6,5
DGO 2,6+0,4 (2,1-3,8) 2,8+0,5 (2,1-3,9) *3
Longitud poro excretor 102,5+8,4 (81,3-117,3) 98,7+11,0 (76,1-118,4) *97,4
Longitud es6fago 139,1+17,2 (112,6-162,5) 143,2+11,5 (121,8-169,8) *155,3
Longitud post-corpus 62,317,7 (49,1-76,2) 62,1+9,6 (40,9-82,1) *63,1
N° lineas laterales 4,0£0,0 (4,0-4,0) 4,0£2,1 (4,0-4,0) *4
\% 85,4+9,2 (72,3-100,4) 86,7+9,0 (68,5-102,0) *94,7
Longitud gonada 159,1+28,2 (117,1-209,9) 176,1+42,3 (102,6-279,9) *102,7
anterior
Saco uterino postvulvar 23,6+4,4 (15,6-34,0) 18,6+2,1 (15,0-24,4) *30,3
V% 85+1,5 (81-87) 85+1,3 (82-87) **86 (84-87)
Longitud cola 27,2+3,1 (22,5-32,7) 29,7+3,5 (23,3-36,4) *33
Anulaciones cola 16,2+2,4 (13,0-21,0) 17,9+1,8 (14,0-21,0) *19

Medidas estimadas a partir de la fig. 108 (Castillo y Vovlas, 2007*) de la descripcion original de (Van der Berg, 1951**).

***Promedio + Desviacion Estandar (minimo-maximo). L (Longitud del cuerpo). A (L/MBW). B (L/Longitud esofago). C
(L/Longitud cola). ¢” (Longitud cola/ ABW). G1 (Longitud génada anterior*100/L). O (DGO/Longitud estilete*100). m (Longitud
conus/Longitud estilete*100). MB (Longitud post-corpus*100/ Longitud eséfago). MBW (Diametro del ancho maximo del
cuerpo). ABW (Diametro del cuerpo a nivel del ano). Anulaciones labiales (NUmero de anulaciones en la base de la cabeza).
Longitud del estilete (Longitud de la base de los nodulos hasta la parte anterior del estilete). Conus (Longitud de la parte media
hasta la posterior del estilete) DGO (Longitud de la base de los nddulos hasta el orificio de la glandula dorsal). Longitud poro
excretor (Longitud de la apertura del orificio del poro excretor hasta la cabeza). Longitud es6fago (Longitud desde la cabeza
hasta el final del es6fago). Longitud post-corpus (Longitud de la base del corpus hasta final de eséfago). V (Longitud de la apertura
vulvar hasta la cola). LGA (Longitud gonada anterior) (Longitud de la apertura vulvar hasta final de la génada anterior). Saco
uterino postvulvar (Longitud de la apertura vulvar hasta el final del saco uterino postvulvar). V% ((\V*100)/L-100). Longitud
de la cola (De la apertura anal hasta el final de la cola). Anulaciones de la cola (NUmero de anulaciones desde la apertura anal
hasta final de la cola). Longitud espicula (Longitud de la base hasta la parte posterior de la espicula). Longitud gubernaculo
(Longitud de la base hasta la parte posterior del gubernaculo).
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Figura 6. Fotomicrografias de P. brachyurus en pifia de San Carlos. A. Hembra mostrando la Vulva (V). B, C, D Vista lateral de la
parte anterior del cuerpo de la hembra, mostrando estilete (E), Glandula Dorsal Esofagica (GDE). E, F y G. Vista lateral de la cola de;
la hembra. M. Vulva (V). H. Huevo dentro del cuerpo de la hembra (H). I, J, K, L, My N. Parte terminal de la cola de hembras. Escalas
A:100 um.B,C,D,E,F, G, H, I, J, K, L, M, N, O, P, Q: 20 um).
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El analisis morfométrico, junto con las descripciones realizadas por Fourie et al., (2001) en
Sur Africa; Lopez y Salazar (1990) en Costa Rica; (Stanton et al., 1989) en Colombia,
(Pinochet et al., 1978) en Honduras y Van der Berg (1989), permitieron la identificacion de la
poblacion de P. brachyurus asociada al cultivo de pifia. Segin Van der Berg (1989), la
especie de P. brachyurusse distingue de otras especies de Pratylenchus por el nimero de
anulaciones labiales (2), longitud del estilete ¢ (19), porcentaje vulvar ¢ 86% (84-87), una
forma de la cola conoide puntiaguda. Al comparar las medidas de esta investigacién con la
primera descripcion de la especie, se encontrd que los especimenes presentaban dos
anulaciones labiales, longitud del estilete de @ (17,6) para pifial y @ (18,4) para pifia?,
porcentaje vulvar de @ 85% (81-87) para pifialy? 85% (82-87) para pifia®, una cola
redondeada con una terminacion lisa para ambas muestras. Ademas, medidas como longitud
del conus, ancho de ABW, numero de lineas laterales, longitud y nimero de anulaciones de

la cola, tuvieron concordancia con la descripcion original.

En Costa Rica P. brachyurus se encuentra asociado al cultivo de pimienta en Muelle de San
Carlos, Alajuela (Sandoval, 2015) y en pifia (Lopez y Salazar, 1990). En estudios realizados
por Guzmanet al., (2013) los géneros Pratylenchus y Helicotylenchus también fueron los
nematodos con mayor numero de individuos detectados en las regiones Huertar Norte y

Huetar Atléntica en el cultivo de pifa.

Tabla 5. Medidas morfolégicas de hembras y machos de las especies de Pratylenchus de las
regiones en estudio, en Costa Rica.

Especie Pratylenchus coffeae Pratylenchus Pratylenchus
brachyurus Zeae
Hospedero Platano Pifia Arroz/Pasto estrella
Macho Presente Ausente Ausente
Estructura de lineas Lineas lisas Lineas lisas Lineas lisas
laterales
Forma de espermateca Redondeada o esférica  Ausente o reducida  Ausente o reducida
Forma de la cola Cilindrica o subesferica  Conica/Cilindrica Conoide
Tipo de cola Lisa Lisa Lisa
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2. Caracterizacion molecular

2.1 PCR

Se generaron productos de PCR de aproximadamente 500 pb y 700 pb con los imprimadores
rDNA2 y rDNAL.58s respectivamente. Los andlisis de las poblaciones de Pratylenchus
mostraron diferencias de acuerdo con el cultivo muestreado. Los nematodos asociados al
cultivo de platano generaron fragmentos de 700 pb mientras que los de arroz y pasto estrella
de 500 pb. Por su parte los nematodos asociados al cultivo de pifia mostraron fragmentos de
aproximadamente 550 pb (Figura 8).
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % que muestra los productos de PCR
generados con los imprimadores rDNA2 y rDNA1.58s, a partir de hembras y machos de
Pratylenchus Pozos 1y 2: Platano (P. coffea); Pozos 3y 4: arroz (P. zeae); Pozos 5 y 6: Pasto
estrella (P. zeae); Pozos 7 y 8: Pifia ubicada en San Carlos (P. brachyurus) y Pozos 9 y 10:
Pifia ubicada en Guéapiles (P. brachyurus). M1: Marcador de peso molecular de 100pb. M2:
Marcador de peso molecular de 1 Kb. Heredia, 2018.

2.2 Analisis de secuencias y filogenia

Las secuencias de la region D2-D3 del ADNr del 28S de las especies de Pratylenchus en

estudio, concuerdan con las especies de Pratylenchus depositadas en el GenBank por otros
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investigadores como Tuyet et al., (2017); Peraza et al., (2016); Ribeiro, Joseph, Mengistu,
Dias-Arieira & Campos, (2016) y Zhao, (2011).

Se identifico Pratylenchus coffeae (PLO01 y PL002) en esta investigacion procedente de una
plantacion de platano de Paraiso de Sixaola, Talamanca, Limén y mostré 99% de similitud
con el acceso P. coffeae KC857658, depositado en el GenBank por Tuyet y colaboradores,

(2017), el cual se encontrd asociado a un cultivo de Musa acuminata en Vietnam.

Las secuencias de la region D2-D3 identificaron a Pratylenchus zeae (AR002) en San
Vicente de Ciudad Quesada, San Carlos, Alajuela asociado a un cultivo de pasto estrella.
Este es el primer reporte de P. zeae en pasto estrella en Costa Rica. También se identificd
dicha especie asociada al cultivo de arroz ubicado en Laurel de Corredores, Puntarenas. Esta
secuencia mostro 98% de similitud con las accesiones P. zeae KT971361, encontrada en San
Carlos, Alajuela, Costa Rica en arroz y reportada por Peraza et al., (2016), P. zeae JN020932
y JN020931 asociadas a la planta Cymbopogon sp. en China (Zhao, 2011).

Se identifico P. brachyurus en dos cultivos de pifia (PN003), uno localizado en Pital de San
Carlos, Alajuela y el otro en Guapiles, Limon. Estos mostraron 97% y 98 % de similitud
respectivamente, con la secuencia de las accesiones P. brachyurus EU130842 de Japdn
asociada al cultivo de Cerasus sp. (Subbotin et al., 2008) y P. brachyurus MH142615 de

China asociado a un cultivo de Alocasia macrorrhizos (Hou, 2018).

Las relaciones filogenéticas entre las especies de Pratylenchus, inferidas a partir de los
analisis de las regiones D2-D3 e ITS, basadas en el criterio de Inferencia Bayesiana (IB) se
muestran en las figuras 9 y 10, respectivamente. Se encontraron agrupamientos similares en
la topologia del D2-D3 y la del ITS.

El programa jModelTest determiné que los mejores modelos de sustitucion de nucle6tidos

para generar los arboles filogenéticos fueron el GTR+I+G y el TVM+I+G con el criterio de

IB, para los segmentos de expansion D2-D3 del 28S ADNTr y la region ITS, respectivamente.
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En el arbol filogenético donde se incluyeron las secuencias de la regiéon ITS (Figura 8),
muestra a P. coffeae (PLO01 y PL002) de este estudio, que agrupa con la accesion P. coffeae
KR106212 que se obtuvo de un cultivo de Dioscorea opposita Thunb, en China (Huang &
Jiang, 2015 - datos sin publicar) y con la accesién P. coffeae KY424204 de China (Wang,
Zhuo, and Liao, 2017 - datos sin publicar). En el caso de PE001 y AR002 agruparon con las
accesiones de P. zeae KY424186 encontrada en China, por Wang, Zhuo, and Liao, (2017 -
datos sin publicar), y JN020935 de Saipan, Estados Unidos proveniente de una planta de
Cymbopogon sp. (Zhao, 2011- datos sin publicar).

Por su parte, PN0O0O3 agrup6 con las accesiones P. brachyurus KY828251 de Bélgica
(Janssen, Karssen, Orlando, Subbotin & Bert, 2017) y P. brachyurus MG738356 de China
proveniente de plantas de Melastoma dodecandrum (Wang & Liao, 2018 - datos sin
publicar).

El dendrograma generado para las secuencias de la region D2-D3 (Figura 10) mostro que P.
Coffeae (PLO01 y PL002) agrupd con la accesion P. coffeae LT965041 procedente de un
cultivo de platano en Sudafrica (De Luca, 2017). En el caso de P. zeae (AR001, AR002 y
PE001) agrupo con las accesiones de P. zeae KY424263 encontradas en China (Wang, Zhuo,
and Liao, 2017 - datos sin publicar), y en JN020932, JN020931 de Saipan, Estados Unidos

proveniente de la planta Cymbopogon sp. (Zhao, 2011- datos sin publicar).

Pratylenchus brachyurus (PN002 y PNO003) agrupé con las accesiones P. brachyurus
KY424286 de China (Wang, Zhuo, & Liao, 2017 - datos sin publicar) y P. brachyurus
KT948328 de Brasil (Ribeiro, Joseph, Mengistu, Dias-Arieira & Campos. 2016 - datos sin
publicar).

Los imprimadores DNA2-rDNA1.58S y la region ITS1 para la identificacion de especies de
Pratylenchus han sido utilizados por investigadores alrededor del mundo. Machado, Ferraz
y Olivera, (2007); Machado et al., (2015) han identificado en Brasil P. brachyurus, P. zeae,
P. coffeae, P. penetrans, P. jaehni utilizando estos cebadores universales ubicados entre los

genes 18S y 5.8S rDNA. Ademas (Zamora, 2016) utilizd por primera vez estos imprimadores
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para poder discriminar entre las especies P. gutierrezi; P. bolivianus y P. pseudocoffeae en

Costa Rica.

De acuerdo con lo anterior los datos para P. coffeae y P. brachyurus llegan a sumarse a los
pocos registros para Costa Rica en la diferenciacion de especies con los cebadores rDNA2
que conforma la subunidad ribosomal del gen 18s, en la region ITS1 (Powers et al. 1997) y
el rDNA1.58S que se sitta en el gen 5.8s que flanquea la region ITS1 (Cherry et al. 1997;
Zamora, 2016).

47



o7 P coffeae PL001
100 P. coffeae P!
P caﬂeae'é\I;R106212)

100 P_coffeae (KY424204)

100 Prarylenchus sp C1(KY424238)

100 p. C1 (KY424239)
101 P speijeri (KY424225)

97 P._speijeri (KF974718)

Pratylenchus sp. SAS-2012 (JN809830)

100 100r P loosi (KY424220)
P. loosi (LC030321)
Pr sp. DH2017 (KX889990)
P. scribneri (KX842626)

P. scribneri (KY424227)
P agilis (KC952982
P agilis (FJ712887)
P pseudocoffeae (KT971367)
P. pseudocoffeae (LCO30 7)
Pratylenchus sp. ND-2016 (KY200666)
P. alleni (JX081545)
100r P_panamaensis (KT971365)
- P panamaensis (KT971366)
Pratylenchus sp. H4 (FJ713000)

Pratylenchus sp. H4 (FJ712999)
Pratylenchus sp. H5 (GU131136)
Pra?//enchus sp. H2 iFJ71 3012
Pratylenchus sp. H1 (GU131132)

Pra[ lenchus sp. H3 (GQ988369)
ippeastri (KR029085)
P hlplgeasln FN554883
parafloridensis (GQ988377)

P paraflor/denSIS (GQ988378)
Pratylenchus sp. H6 (GU131138)

floridensis (GO988375
P floridensis (GQ988376)

Pratylenchus sp H7é60988371)

93

100 100 Pratylenchus sp. H8 (GQ988373
P /aehm 5FJ712938
100 P jaehni (FJ712937
1)

P. araucensis (FJ1549
P gullerrezt (KT971363)
P. japonicus $1(<F452048)
96 100l P /aponlcus ( F452049)
00

P pratensis (KY828311)
100 pratensis (AM933149)
T P. fallax (FJ712920)
P. fallax (FJ7 12921)

1 100 —— vulnus

00 P vul KY4242

— P vulnus éKY424232)

100 P _kumamotoensis (KT175
— P kumamotoensis (KT1 75516)

100 Pratylenchus sp. 4 WB-2017 (KY828247)
Pra,gy(enchuss 4 WB-2017 (KY828246)

> fallax FKY828258

P. fallax (KY828272)
P. pinguicaudatus (KY828239)
P p/ngulcaudatus (KY828261)
Or 1-IR (FR692325)

L Prarylenchus sp 1-IR (FR692326)
100 100p—— P penerrans (LT963584)
e d penetrans (KX683391)
{54 convallarlae (FJ712909)
' P convallariae (FJ712908)
100 100:— P oleae (LT963591)
P. oleae (KJ510862)
:— P dunensis (KY828245)

P. dunensis (KY828244)

99 sp. 3 WB-2017 (KY828260)
86 P. brachyurus (MG738356)
oor T P. brachyurus (KY828251)
95 P. brachyurus PN 003
100—— P. zeae Ar 001
97 100~ L P zeae PE001
P. zeae (KY424186)

S7 P. zeae (JN020935)

99

100

100

95] I 100— P parazeae (KF765425
——— P parazeae (KP903449)
l 100~ P bolivianus (FJ712892)
L P bolivianus (KU198986)
100 P, thornei (KY424245)
| 10— L— P thornei (FJ713003)
100 L 100— P mediterraneus (FJ712948)
L P. mediterraneus (FR692307)
100.— P._neglectus (KY424242)
P. neglectus (KY424244)

100¢ P goodeyi EKY828309;
L P goodeyi (FR692324

100.—— P_crenatus (KY512772
P. crenatus (KY512774)
Nacobbus aberrans (DQ318666)

0.2
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Figura 10. Regla concenso del 50% de un arbol de analisis de Inferencia Bayesiana y Maximum Verosimilitud generado a partir de la region D2-
D3 del 28s rDNA del conjunto de datos de los genes de secuencias para las especies de Pratylenchus coffeae; P. brachyurus y P. zeae. Codigos
generados para identificacion con el cultivo Platano (PL0O01, P1002), Pifia (PN002, PN003), Arroz (Ar001, Ar002) Pasto Estrella (PE001)
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2.3 RFLP

Los andlisis con la enzima Ded | (Figura 11) mostr6é que la enzima cort6 las secuencias de
dos de las tres especies de nematodos en estudio. Los carriles 1, 3, 5, 7 y 9 representan los
productos de PCR antes de cortar con la enzima de restriccion. El carril 2 que corresponde a
P. coffeae en platano muestra un patrén de dos fragmentos con pesos moleculares de 100 y
250 pb luego de cortar con Ded I. Los carriles 4 y 6 muestran fragmentos de 200 y 250 pb en
P. zeae asociado a arroz y pasto estrella respectivamente. Los pozos 8 y 10 corresponden al
fragmento amplificado de ADN de P. brachyurus en pifia sin cortar debido a que en la

secuencia de esta especie no hay sitio de corte para la enzima Ded I.
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Figura 11. Patrones generados con la enzima de restriccion Ded | mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2%. Carriles 1, 3, 5, 7 y 9: productos de PCR de la regién ITS entre los
genes 18s y 5.8s amplificada. Carriles: 2, 4, 6, 8 y 10: productos de PCR tratados con la
enzima. Carril 2: fragmentos generados para P. coffeae en platano, carril 4: fragmentos
generados para P. zeae en arroz, carril 6: fragmentos generados para P. zeae en pasto estrella,
carril 8: fragmentos generados para P. brachyurus en pifia de San Carlos y carril 10:
fragmentos generados para P. brachyurus en pifia de Guapiles. M1: marcador de peso
molecular 100pb. M2: marcador de peso molecular 50pb. Heredia, 2018.

La prueba de RFLP con las enzimas de restriccion Pst | (anexo 1) y Hind Il (anexo 2) no

permitio ver diferencias entre las especies debido a que no cortaron ninguna de las secuencias

50



de Pratylenchus. Los carriles 1, 3, 5, 7 y 9 representan los productos no cortados (PNC) y los
carriles 2, 4, 6, 8 y 10 corresponden a los productos de PCR luego de ser tratados con la

enzima.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se utilizaron técnicas morfolégicas (fotografias), taxonomicas, PCR-RFLP y secuenciacion,
que permitieron una acertada tipificacion de especies pertenecientes al género Pratylenchus.
Estas herramientas facilitaron la correcta identificacién de cada una de las poblaciones de
Pratylenchus.

Las especies de Pratylenchus identificadas fueron P. zeae en el cultivo de arroz de Laurel,
Corredores, Puntarenas y en pasto estrella de San Vicente de Ciudad Quesada, San Carlos,
Alajuela. La especie P. brachyurus se encontré en el cultivo de pifia en Pital de San Carlos,
Alajuela y en el cultivo de pifia en Guapiles, Guapiles, Limén. Por Gltimo, se encontr6

también P. coffeae en el cultivo de platano en Paraiso de Sixaola, Talamanca, Limon.

La identificacion de especies en los cultivos estudiados es clave para evitar la infeccion de
nuevos cultivares u otras zonas productivas por medio de la venta de semillas en el caso del
platano y pasto estrella, o incluso por el traslado de la maquinaria agropecuaria, conociendo

la capacidad de Pratylechus de alimentarse de multitudinarios hospedantes.

Es la primera vez que se reporta a P. zeae en el cultivo de pasto estrella en el pais. No se
descarta la posibilidad de encontrar esta u otra especie de Pratylenchus asociada a algln pasto
en el territorio nacional. Por lo anterior, seria importante incluir mas gramineas forrajeras de

relevancia agronémica, para ampliar la informacién y optimizar su manejo agronémico.

Esta investigacion se incluyé cinco cultivos distribuidos en las regiones Brunca, Huetar
Atlantico y Huetar Norte. Se recomienda a futuro, incluir otras regiones con el objetivo de
conocer cudles especies de Pratylenchus podrian estar asociadas a otros cultivos y asi ampliar

el rango de hospederos y de especies de nematodos asociadas a ellas e incentivar el uso de
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diferentes practicas culturales y de mecanizacion a los productores de zonas rurales de

nuestro pais para el manejo de estas poblaciones de nematodos.

La informacién generada en este estudio sirve como premisa para desarrollar otras
investigaciones relacionadas en la busqueda de plagas (en este caso nematodos), asociadas a
otros cultivos y como estas plantas reaccionan ante la presencia de un agente patégeno en la
busqueda de resistencia o tolerancia a dichos patdgenos. Ademas, la informacion generada
en esta investigacion sirve para determinar el impacto en el rendimiento del cultivo a través
de la densidad poblacional de nematodos encontrada. Por otra parte, conociendo cual especie
se encontrd en un cultivo, permitira realizar pruebas de de hospedantes diferenciales y llegar

a conocer si una misma especie tiene afinidad o predileccion por un mismo cultivo.

Desde el punto de vista de la biologia molecular, en este estudio se logré la secuenciacion de
regiones conversadas de cada una de las poblaciones de nematodos identificadas. Gracias a
ello, podran servir de insumo para la elaboracion de cebadores especificos que permitan

caracterizar una especie en un determinado cultivo de manera precisa y certera.

En colaboracién con el Instituto de Agricultura Sostenible (IAS) que pertenece al Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) de Cérdoba, Espafia, se logré cumplir con los
objetivos propuestos en esta investigacion. En este caso, los convenios de cooperacién con
instituciones internacionales permitieron ampliar los conocimientos en la identificacion de
nematodos fitoparasitos, por lo que refleja la importancia de estrechar alianzas cientificas

tanto a nivel nacional como internacional en la busqueda de alianzas estratégicas.
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ANnexos

Anexo 1. Patrones generados con la enzima Pst | mediante electroforesis en geles de agarosa
al 2%.
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Figura 12. Patrones generados con la enzima de restriccion Pstl mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2%. Carriles 1, 3, 5, 7 y 9: productos de PCR de la region ITS entre los
genes 18s y 5.8s amplificada. Carriles: 2, 4, 6, 8 y 10: productos de PCR tratados con la
enzima. Carril 2: fragmentos generados para P. coffeae en platano, carril 4: Fragmentos
generados para P. zeae en arroz, carril 6: Fragmentos generados para P. zeae en pasto estrella,
carril8: Fragmentos generados para P. brachyurus en pifia de San Carlos y carril 10:
Fragmentos generados para P. brachyurus en pifia de Guapiles. M1: Marcador de peso
molecular 100pb. M2: Marcador de peso molecular 50pb. Heredia, 2018.
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Figura 13. Patrones generados con la enzima de restriccion Hindlll mediante electroforesis
en gel de agarosa al 2%. Carriles 1, 3, 5, 7y 9: productos de PCR de la region ITS entre los
genes 18s y 5.8s amplificada. Carriles: 2, 4, 6, 8 y 10: Productos de PCR tratados con la
enzima. Carril 2: Fragmentos generados para P. coffeae en platano, carril 4: Fragmentos
generados para P. zeae en arroz, carril 6: Fragmentos generados para P. brachyurus en pifia
de San Carlos, carril8: Fragmentos generados para P. brachyurus en pifia de Guéapiles y carril
10: Fragmentos generados para P. zeae en pasto estrella. M1: Marcador de peso molecular
50pb. M2: Marcador de peso molecular 1pb. Heredia, 2018.
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Anexo 3. Secuencias obtenidas apartir de la amplificacion de los dominios D2-D3 de la
region 28S del ARNr e ITS del ARNT.

>Secuencia. Muestra de Platano. Paraiso de Sixaola, Talamanca, Limoén Costa Rica. P.
coffeae. D2D3 723 bp.

GTACCGTGAGGGAAAGTTGAAAAGCACTTTGAAGAGAGAGTTAAAGAGGACGTGAAA
CCGATGAGGTGGAAACGGACAGAGCTAGCGTATCTGGCCTGCATTCAGCTTGTGCGGT
CGCTACCGATGAATCGCTGATCTCCAGATTGGGACTGTTGACTAGTCGGTCGGTGGCTG
TATAGTGCATTTGCAGGTGGAGTGCGTCGAGGCATCCGGGATGGCGGCATGAACTCAG
CTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCTGGGCTGGGGGACTTTGTGCTGTTCGTTCTGGGTG
TTCACACACAATTGAAGGGGGCTTTGGTAGGGTGCCGAGCTGGGTGTCGGTGGCGGTC
GCTTGCGACACGTACTGTGCACACAGTTCGGTCCTTGCCGAGCTCACTCCATCTATCTC
GGCGTAAAAGCTGGTCATCTTTCCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTTTATC
GTGTGCGCGAGTCATTGGGCGTTCAAAACCCAAAGGCGCAATGAAAGTGAACGTTTCC
GTTAGGAGCCAACGTGCGATCCTGGTCACCACGGTGGCCGGGCGCAGCATGGCCCCAT
CCTGACTGCTTGCAGTGGGGTGGAGGAAGAGCGTACGCGGTGAGACCCGAAAGATGGT
GAACTATTCCTGAGCAGGATAAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAAGTCCGAAGCGATT
CTGACGTGCAAATCGATCGTCTGAC

>Secuencia. Muestra de Platano. Paraiso de Sixaola, Talamanca, Limén Costa Rica. P.
coffeae. D2D3 720 bp.

ATTCGATTACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGAAAAGCACTTTGAAGAGAGAGTTAAAG
AGGACGTGAAACCGATGAGGTGGAAACGGACAGAGCTAGCGTATCTGGCCTGCATTCA
GCTTGTGCGGTCGCTACCGATGAATCGCTGATCTCCAGATTGGGACTGTTGACTAGTCG
GTCGGTGGCTGTATAGTGCATTTGCAGGTGGAGTGCGTCGAGGCATCCGGGATGGCGG
CATGAACTCAGCTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCGGGCTGGGGGACTTTGTGCTGTT
CGTTCTGGGTGTTCACACACAATTGAAGGGGGCTTTGGTAGGGTGCCGAGCTGGGTGT
CGGTGGCGGTCGCTTGCGACACGTACTGTGCACACAGTTCGGTCCTTGCCGAGCTCACT
CCATCTATCTCGGCGTAAAAGCTGGTCATCTTTCCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAA
GGAGTTTATCGTGTGCGCGAGTCATTGGGCGTTCAAAACCCAAAGGCGCAATGAAAGT
GAACGTTTCCGTTAGGAGCCAACGTGCGATCCTGGTCACCACGGTGGCCGGGCGCAGC
ATGGCCCCATCCTGACTGCTTGCAGTGGGGTGGAGGAAGAGCGTACGCGGTGAGACCC
GAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATAAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAAGTC
CGAAGCGATTCTGACGTGCA
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> Secuencia. Muestra de Arroz. Laurel, Corredores, Puntarenas. Costa Rica. P. zeae. D2D3
736 bp

GCGGGAATTCGATTACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGCACTTTGAAGAGAGA
GTTAAAGAGGACGTGAAACCGATGAGGTGGAAACGGATAGAGCCAGCGTATCTGGCC
TGTATTCAACCGCTCGCGGGAAGCGCTCGTGCAGCTGGCGACCCCAGATTGGGACAGT
TGTGCGAGTCATGCTGGACGCGAGTGGTGCATTTGCAGGTCGAGTGCGCCGAGAGGCT
CGGGGCAGCAGTGTGAGCCCGGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCGGACTTGGGGG
AGTGCTGTTTGCTTTGAGTGCAAGGATGGGCATGGCTTACGGGCCCGGTTATGGCCGA
GCTGTGGGTCGGCGGCGGTCGCTTGCGACACGTGCTGTGCCAGCAGTTCGGTCCTGGTC
GAGCTCCCACACTGCCTGTTCTCGGTGTAAGAGCTGGTCATCTCTCCGACCCGTCTTGA
AACACGGACCAAGGAGTTTATCGTGTGCGCGAGTCATTGGGCGTTGAAAACCCAAAGG
CGCAATGAAGTGAAGTGCCACGCAAGTGGCTGATGTGCGATCGGGTGTTCCGCGGAGC
ACCTGCGCAGCATGGCCCCATTCTGGCTGCTTGCAGCGGGGTGGAGGAAGAGCGTGCG
CGATGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGAAGCCAGAGGAAACT
CTGGTGGAAGTCCGAAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCG

> Secuencia. Muestra de Arroz. Laurel, Corredores, Puntarenas. Costa Rica. P. zeae. D2D3
739 bp

GCGGGAATTCGATTACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGCACTTTGAAGAGAGA
GTTAAAGAGGACGTGAAACCGATGAGGTGGAAACGGATAGAGCCAGCGTATCTGGCC
TGTATTCAACCGCTCGCGGGAAGCGCTCGTGCAGCTGGCGACCCCAGATTGGGACAGT
TGTGCGAGTCATGCTGGACGCGAGTGGTGCATTTGCAGGTCGAGTGCGCCGAGAGGCT
CGGGGCAGCAGTGTGAGCCCGGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCGGACTTGGGGG
AGTGCTGTTTGCTTTGAGTGCAAGGATGGGCATGGCTTACGGGCCCGGTTATGGCCGA
GCTGTGGGTCGGCGGCGGTCGCTTGCGACACGTGCTGTGCCAGCAGTTCGGTCCTGGTC
GAGCTCCCACACTGCCTGTTCTCGGTGTAAGAGCTGGTCATCTCTCCGACCCGTCTTGA
AACACGGACCAAGGAGTTTATCGTGTGCGCGAGTCATTGGGCGTTGAAAACCCAAAGG
CGCAATGAAAGTGAAGTGCCACGCAAGTGGCTGATGTGCGATCGTGTGTTCCACGGAA
CACCTGCGCAGCATGGCCCCATCCTGGCTGCTTGCAGCGGGGTGGAGGAAGAGCGTGC
GCGATGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGAAGCCAGAGGAAAC
TCTGGTGGAAGTCCGAAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTC

>Secuencia. Muestra de Pasto Estrella.San Vicente de Ciudad Quesada, San Carlos, Alajuela.
Costa Rica. P. zeae. D2D3 731 bp.

AATTCGATTACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGCACTTTGAAGAGAGAGTTAAA
GAGGACGTGAAACCGATGAGGTGGAAACGGATAGAGCCAGCGTATCTGGCCTGTATTC
AACCGCTCGCGGGAAGCGCTCGTGCAGCTGGCGACCCCAGATTGGGACAGTTGTGCGA
GTCATGCTGGACGCGAGTGGTGCATTTGCAGGTCGAGTGCGCCGAGAGGCTCGGGGCA
GCAGTGTGAGCCCGGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCGGACTTGGGGGAGTGCTG
TTTGCTTTGAGTGCAAGGATGGGCATGGCTTACGGGCCCGATTATGGCCGAGCTGTGA
GTCGGCGGCGGTCGCCTGCGACACGTGCTGTGCCAGCAGTTCGGTCCTGATCGAGCTCT
CATACTGCCTGTTCTCGGTGTAAGAGCTGGTCATCTCTCCGACCCGTCTTGAAACACGG
ACCAAGGAGTTTATCGTGTGCGCGAGTCATTGGGCGTTGAAAACCCAAAGGCGCAATG
AAAGTGAAGTGCCACGCAAGTGGCTGATGTGCGATCGTGTGTTCCACGGAACACCTGC
GCAGCATGGCCCCATCCTGGCTGCTTGCAGCGGGGTGGAGGAAGAGCGTGCGCGATGA
GACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGG
AAGTCCGAAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATC
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> Secuencia. Muestra de Pifa. Pital, San Carlos, Alajuela.Costa Rica. P. brachyurus. D2D3
762 bp.

CGTGAGGGAAAGTTGCAAAGCACTTTGAAGAGAGAGTTAAAGAGGACGTGAAACCGG
TGAGGTGGAAACGGATAGAGTCAGCGTATCCGACTTGTATTCAGCTGCGTAGTGTTAC
GGCCTCCGGTGCTGGCGTCTCCAGATTGGGAACAGTGCTGGTCGGCCGAGAGCTGTGC
TGTGCATTTGCAGGTGGAGTGCGTCGAGACTCATGTGGTGGCGTCACAAACTTTGTTTT
GAGGCCAGCTTGCTGGTACCCGAACTGGGCTAGTGATGTTCACGCATATGTGTGTTTGG
GTGAATGGCTTACGGGCACAGGTTGGGCCCGATCAAAGGGTCGGCGGCGGTCACATGT
GACACGTGCTGCTCAATTTGTTCGGTCCAGCTTGGGCTCACTGTTCTCACTCTCGGCGT
AGAAGCTGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTTTATCGTGTG
CGCAAGTCATTGGGTGTTCAAAACCTAAAGGCGCAATGAAAGTGAATGTCTCCGCAAG
GAGTTGATGTGTGACCCTGTTGGCCACGGCTGGCGGGGGCAACATGGCCCCATTCGGA
TTGCTTGCAATCGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCGACGAGACCCGAAAGATGGTGAACT
ATTCCTGAGCAGGATGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAAGTCCGAAGCGATTCTGAC
GTGCAAATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGT
AGCTGG

> Secuencia. Muestra de Pifia. Guapiles, Guapiles, Limon. Costa Rica. P. brachyurus. D2D3
755 bp.

GGAAACGGATAGAGCCAGCGTATCTGGCCTGTATTCAACCGCTCGCGGGAAGCGCTCG
TGCAGCTGGCGACCCCAGATTGGGACAGTTGTGCGAGTCATGCTGGACGCGAGTGGTG
CATTTGCAGGTCGAGTGCGCCGAGAGGCTCGGAGCAGCAGTGTGAGCCCGGTTTTGAG
GCCAGCTTGCTGGTACCCGGACTTGGGGGAGTGCTGTTTGTTTTGAGTGCAACGAAGG
GCATGGCTTACGGGCCCGGTTATGGCCGAGCTGTGGGTCGGCGGCGGTCGCTTGCGAC
ACGTGCTGTGCCAGCAGTTCGGTCCTGGTCGAGCTCCCATATTGCCTATTCTCGGTGTA
AGAGCTGGTCATCTCTCCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTTTATCGTGTGCG
CGAGTCATTGGGCGTTGAAAACCCAAAGGCGCAATGAAAGTGAAGTGCCACGCAAGT
GGCTGATGTGCGATGTKGTGTTCCACGGAACACAACCGCAGCATGGCCCCATCCTGGC
TGCTTGCAGCGGGGTGGAGGAAGAGCGTGCGCGATGAGACCCGAAAGATGGTGAACT
ATTCCTGAGCAGGATGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAAGTCCGAAGCGATTCTGAC
GTGCAAATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGG
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Anexo 4. Secuencias obtenidas apartir de la amplificacion de la region ITS del ARNr.

>Secuencia. Muestra de Platano. Paraiso de Sixaola, Talamanca, Limén Costa Rica. P.
coffeae. ITS 648 bp.

TCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCTGCTGGATCATTACATTCACCGCCAAATG
TAATTGGTCAAATTCACCAAACACATATAGTGTGCATATGCCCAACATTGCATTCAGCT
TATGTGATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCTGTGTGTGAAAGAGCACTCTGCTTAGCAGGG
AGTGCAAGTTGTCTGGTGCGCAGTACGCATTTTGATGCTCCTATGTCATGCGTGTCGGC
ACACAGATGGCGCTATGTATCCGCTCAACCGCTCAGCACACACAGAGTGGTTCCCCCA
TGTGTCCGGTGGCATTTGCATTGGAGCGGTCAAGAAAACGGCTTCTGCTGGCGTCTGTG
CGTTGTTGAGCAGTCGTATTCGTCCGTGGCTGTGATGAGACAACGTGGTAGGGCCTGTG
CTGGAGTTGGCACATGGCTTAAGACTTGATGAGCCCGCAATTAGTCCCAGGGCCGCCA
GCAACCAATTTTTCAAATACATTTTTTTCAATGCGAAAGCATTAACCAAGAAAATTCTA
GTCTTATCGGTGGATCACTCGGCTCGTAGGTCGATGAAGAACGCAGCTAACTGCGATA
AATAGTGTGAACTGCAGAAACCTCGAACACAAAAGCTTCGAATGCACATTGCACCATG
GGA

>Secuencia. Muestra de Platano. Paraiso de Sixaola, Talamanca, Limén Costa Rica. P.
coffeae. ITS 653 bp.

AAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCTGCTGGATCATTACATTCACCGCCA
AATGTAATTGGTCAAATTCACCAAACACATATAGTGTGCATATGCCCAACATTGCATTC
AGCTTATGTGATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCTGTGTGTGAAAGAGCACTCTGCTTAGC
AGGGAGTGCAAGTTGTCTGGTGCGCAGTACGCATTTTGATGCTCCTATGTCATGCGTGT
CGGCACACAGATGGCGCTATGTATCCGCTCAACCGCTCAGCACACACAGAGTGGTTCC
ACCATGTGTCCGGTGGCATTTGCATTGGAGCGGTCAAGAAAACGGCTTCTGCTGGCGTC
TGTGCGTTGTTGAGCAGTCGTATTCGTCCGTGGCTGTGATGAGACAACGTGGTAGGGCC
TGTGCTGGAGTTGGCACATGGCTTAAGACTTGATGAGCCCGCAATTAGTCCCAGGGCC
GCCAGCAACCAATTTTTCAAATACATTTTTTTCAATGCGAAAGCATTAACCAAGAAAAT
TCTAGTCTTATCGGTGGATCACTCGGCTCGTAGGTCGATGAAGAACGCAGCTAACTGCG
ATAAATAGTGTGAACTGCAGAAACCTCGAACACAAAAGCTTCGAATGCACATTGCACC
ATGGGAGT

> Secuencia. Muestra de Arroz. Laurel, Corredores, Puntarenas. Costa Rica. P. zeae. ITS 521
bp

CTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGTTTCCGTAGGTGAACCTGCTGCTG
GATCATTACACGCACCGTGATGGTCACAATATGCAGAACGGCTTATTTCAAAGCATTTT
GCCAAGAGAAATAAGCGCGCTTCCAATGCAGCCTGGAAGTGAACGGCTAACGCTGGTG
TCTGTGTGTCGCTGAGCAGACTGTCTTCGTCCGTGGTTGTGATGAGGCGACATGTTAGG
ACTGGCATGTGGCACATGCAGTTTAAGACTCAATGAGCCCAAAGCTACGGGCCGCCAG
CATTTATTTTTTTCAATACATTTTTTAAACAAACGAGAAATTTTAATCTTATCGGTGGAT
CACTCGGCTCGTGGGTCGATGAAGAGCGCAGCTAACTGCGATAACTAGTGTGAACCGC
AGAAACATTGAACACTAAAGTCTCGAATGCACATTGCGCCATTGGAGTCATATCCATT
GGAGCGCCTGGTTCAGGGTCATAAAAGAACACAAAAAGAAACTTTGCTGGAA
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>Secuencia. Muestra de Pasto Estrella.San Vicente de Ciudad Quesada, San Carlos, Alajuela.
Costa Rica. P. zeae. ITS 559 bp.

CTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGTTTCCGTAGGTGAACCTGCTGCTG
GATCATTACACGCACCGTGATGGTCACACTATGCAGAACGGCTTGTTGAAACAAGCGC
GCTTCCAATGCAGCCTGGAAGTGAACGGCTAACGCTGGTGTCTGTGTGTCGCTGAGCA
GACTGTCTTCGTCCGTGGTTGTGATGAGGCGACACGTTAGGACTGTGTGCAAAGCAGC
CGCATGCAGTTTAAGACTCAATGAGCCCACAGCTACGGGCCGCCAGCATTTATTTTTTT
CAATAATTTTTTAAACAAACAAGAAATTTTAATCTTATCGGTGGATCACTCGGCTCGTG
GGTCGATGAAGAGCGCAGCTAACTGCGATAACTAGTGTGAACCGCAGAAACATTGAAC
ACTAAAGTCTCGAATGCACATTGCGCCATTGGAGTCATATCCGCTGGAGCGCCTGGTTC
AGGGTCATGAAAGGACACAAACGAGAAACTTTGCTGGAAATTGAGAATATTCATATGA
GCAGAACTGTATGCGTAGATTTATGCTGGAAAT

> Secuencia. Muestra de Pifia. Pital, San Carlos, Alajuela.Costa Rica. P. brachyurus. D2D3
627 bp.

CGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCTGCTGGATCATTACACAAAAGAATGTAAT
GTTCTCAAGAATCGCGAACAAGCCACTTTTCTGCTTAAAATAAGTGGCACGCAACTCGT
TGTTTGGATGGTGCGACGATGTTGTGAACGGCTAACGCTGGCCTCTGGATGTTGTTGAG
CAATTGTATTCGTCCGTGGTTGTGATGAGGCAACATGGTAGGGCCCGAGCTGAAGATG
ACAATGCTCATGTGGTTTAACATTTAATGATCCCCCAGGCAATTGGGGCCGCCAGCAAC
CCCATTTTTTCAATAATTTTTTTTTGCAAAACAAATTCTAATCTTATCGGTGGATCACTC
CGCTCGTGAGTCTATAAAGAACGCACCTAACTGCGATACATCGCGCGAGCTGCACAAA
CCTAGCGCACAAGAGCTTCCAATGCACATTGCGCCATTGGATTCACATCCTCAGGCACG
CCTGGTTCAGGGTCATAACCAAAACAATCAAAACGATATCTGTGTGATAGATTATGGG
CGACTCATGTGTGTTTTTAAAAAATGTGTTGTGTATTCCATGAGTGTTTGAGGAGGCAG
GATTTGTTGATCAAAGATGTAAAGAACAAATGAATTATTG
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