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RESUMEN

Las pérdidas econdmicas en la produccion de café por el ataque de nematodos fitoparasitos se
estiman en rangos de un 10 a un 25%. Determinar variedades o lineas con capacidad de resistencia
0 al menos tolerancia a nematodos es necesario en los programas de mejoramiento genético, a fin
de contar con un adecuado sistema de manejo integrado de plagas. Por lo anterior, el objetivo de
esta investigacion fue evaluar la tolerancia de cinco lineas de café derivadas del “Sarchimor T5296”
mediante la inoculacion del nematodo Meliodogyne exigua, en la etapa de almécigo como fase
elemental en los programas de mejoramiento y establecimiento del cultivo. Se evaluaron las
variables de crecimiento del cafeto, [altura de la planta (cm), diametro del tallo (mm) y nimero de
hojas], a los 120 dias después de la inoculacion. Se avalué el indice de Agallamiento Radical (IAR),
se peso en fresco los sistemas radicales, se realizaron los conteos de nematodos para cada linea y
se procedio a determinar el Factor de Reproduccion (FR). Se encontraron diferencias significativas
tanto entre lineas como entre los tratamientos (inoculado y sin inocular), principalmente para las
variables altura de planta y grosor de tallo. En la variable altura de planta, el testigo Caturra (CT)
presentd la menor altura de planta en ambos tratamientos (inoculado 7.27 cmy sin inocular 10.84
cm). Al comparar solo las lineas San Isidro (SI) (derivadas del Sarchimor T5296), para el
tratamiento inoculado, la SI35 fue la mejor linea con una altura de planta de (12.5cm), mientras
tanto la linea que crecid menos en presencia de nematodos fue la SI34, (9.31 cm). Para la variable
didmetro de tallo, se presentaron también diferencias significativas de las San Isidro (SI), con
respecto al testigo Caturra (CT) y se presentd una diferencia significativa en el diametro del tallo
de la SI35 que fue la mejor (2.60 mm), con respecto a la SI34 que fue la de menor crecimiento
(2.30 mm). La variable indice de Agallamiento Radical (IAR), el porcentaje de severidad mostrd
que la linea SI35 fue la menos agallada (5.3%) con un comportamiento del genotipo “resistente”
mientras tanto la SI134, fue la mas agallada (59.9%), con un comportamiento “susceptible”. En la
variable peso fresco de los sistemas radicales, la linea S127 fue la que present6 el mayor peso
radical (6.1 g), mientras tanto el testigo Caturra (CT), tuvo el menor promedio de peso radical (2.6
g). Con los conteos poblacionales de nematodos presentes en raiz, se presentaron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05), entre las lineas, donde la SI35 fue la que present6 en
promedio, menor cantidad de nematodos con 167.8, mientras tanto la S134, present6 un promedio
de 1 436.3 juveniles. Con respecto al factor de reproduccion (FR), las lineas S135, SI131y SI132, se
comportaron como resistentes, mientras tanto las lineas SI27, SI34 y Caturra CT (testigo),
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resultaron ser susceptibles, segun la clasificacién de Oostembrink. La linea mas promisoria para
futuras investigaciones, fue la SI35 ya que mostrd las caracteristicas mas sobresalientes en las

variables evaluadas.
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ABSTRACT

The economic losses in coffee production by the attack of phytonematodes are estimated in ranges
of 10 to 25%. To determinate varieties or lines with resistance or at least tolerance to nematodes is
highly necessary in genetic improvement programs in order to have an adequate integrated pest
management system. Therefore, the objective of this research was to evaluate the tolerance of five
coffee lines derived from the "Sarchimor T5296" by inoculation of the nematode Meloidogyne
exigua, in the stage of seedbed as an elementary stage in the breeding and planting programs. We
assessed the growth variables of coffee plant (height (cm), stem diameter (mm) and number of
leaves), at 120 days after inoculation. The Radical Gill Index (IAR) was appraisals, the radical
systems were weighed in fresh, the nematode counts were made for each line and the reproduction
factor (FR) was determined. Significant differences were found both between lines and between
treatments (inoculated and no inoculated), mainly for the variables plant height and stem thickness.
In the variable plant height, the Caturra (CT) control presented the lowest plant height in both
treatments (inoculated 7.27 cm and not inoculated 10.84 cm). When comparing only the lines San
Isidro (SI) (derived from the Sarchimor T5296), for the inoculated treatment, the S135 was the best
line with a plant height of (12.5 cm), meanwhile the line that grew less in the presence of nematodes
was the S134, (9.31 cm). For the variable stem diameter, in the same way there were significant
differences of the San Isidro (SI), with respect to the control Caturra (CT) and showed a significant
difference in the diameter of the stem of the SI35 that was the best (2.60 mm), with regarding the
SI34 that was the worst (2.30 mm). The variable Radical Gill Index (IAR), the percentage of
severity showed that the SI35 line was the least gill (5.3%) with a behavior of the genotype
"resistant” meanwhile the SI34, was the most Gill (59.9%), with a behavior "susceptible”. In the
fresh weight variable of the radical systems, the SI27 line was the one that presented the highest
radical weight on average 6.1 g, meanwhile the Caturra (CT) witness, had the lowest average of
radical weight (2.6 g). With the population counts of nematodes present at the root, statistically
significant differences were presented (P < 0.05), between the lines, where the SI35 was the one
that presented in average lower quantity of nematodes with 167.8, meanwhile the SI134, presented
an average of 1436.3 juveniles. With respect to the reproduction factor (FR), the lines SI35, SI31
and S132, behaved as resistant, meanwhile the lines SI27, SI34 and Caturra CT (control), were
susceptible, according to the classification of Oostembrink. The most promising line for future

research is the SI35, which showed the most outstanding characteristics in the variables evaluated.
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INTRODUCCION

El café pertenece a la familia Rubiaceae y al género Coffea, el cual cuenta con mas de 6 000
especies. Esta planta es de gran importancia econdmica, tanto a nivel nacional como internacional
(Rodriguez 2011).

Los nematodos son un grupo muy diverso de animales, con apariencia de gusanos y de diversos
tamafios; en el caso de los que parasitan plantas, son microscopicos. Son animales acuaticos,
encontrandose en practicamente todos los ambientes. Los nematodos pueden ser parasitos de
plantas o animales, ademas de aquellos llamados comunmente de vida libre (Coyne et al. 2014),

los cuales incluyen especies bacteriofagas, micofagas, depredadoras y omnivoras.

Los nematodos fitoparasitos representan uno de los principales problemas fitosanitarios que afectan
las plantaciones agricolas y el cultivo de café no estd exento (Duran 2012). Los dos géneros de
fitonematodos de mayor importancia en los cafetales de América Central son los géneros
Meloidogyne y Pratylenchus (Luc et al. 1990).

El género Meloidogyne es conocido como el nematodo agallador y es un endoparasito sedentario,
es decir, completa su ciclo de vida hasta llegar a adulto dentro de la raiz. Dentro de las principales
especies de éste género que se reportan en las plantaciones de café son M. arabicida, M. incognita,
M. javanica, M. mayaguensis y M. exigua; ésta ultima con amplia distribucién en plantaciones
cafetaleras (Garcia 2012). En el caso de Pratylenchus, es conocido como el nematodo lesionador
de la raiz y es un endoparasito migratorio que dafia los pelos radicales, donde ocasiona necrosis y
pérdida de raices absorbentes (Calderon 2013). De acuerdo con Rojas (2010); Rojas y Salazar
(2013), se reportan las especies P. gutierrezi, P. brachyurus y P. coffea, ésta ultima la mas

importante en el pais.

Existen medidas para combatir el problema de los nematodos en los cultivos, entre las principales
se encuentran: a) desinfeccion y limpieza de las herramientas asi como la maquinaria que se utiliza
en finca, b) combate de plantas arvenses que pueden ser hospederas alternas de los nematodos, c)
incorporacion de materia organica, d) destruccion o extraccion de la finca, de los residuos de

cosecha, e) rotacion de cultivos, f) combate quimico, g) uso de hongos como controladores
1



bioldgicos h) uso de extractos de plantas con potencial repelente o el combate de poblaciones de
nematodos y i) el uso de variedades resistentes (Roman y Acosta 1984; Verdejo-Lucas 2009). En
cuanto al uso de variedades resistentes, es una de las mas baratas, eficiente y ecoldgicamente
correcta para reducir el problema que ocasionan los nematodos fitoparasitos (Salgado y Rezende
2010).

Las pérdidas economicas en la produccion de café se estiman en rangos de un 10 a un 25% debido
al ataque de nematodos fitoparasitos (Rojas y Salazar 2013; Bertrand et al. 1997). Por lo tanto,
determinar variedades o lineas con capacidad de resistencia o al menos tolerancia a nematodos es
necesario en los programas de mejoramiento genético, a fin de contar a futuro con un adecuado
sistema de manejo integrado de plagas en las fincas y en este caso en particular al nematodo
fitoparasito M. exigua (Rodriguez 2011; Anthony et al. 2003). Segin Morera y Flores (1987), en
una investigacion realizada en el pais con algunas de las variedades “Sarchimor”, observaron
resultados prometedores con respecto a resistencia a la roya, tolerancia a nematodos y buena
produccion. Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar la tolerancia de cinco
lineas de café derivadas del “Sarchimor T5296” mediante la inoculacion del nematodo M. exigua,
en la etapa de almacigo como etapa elemental en los programas de mejoramiento y establecimiento

del cultivo.



OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar la tolerancia de cinco lineas de café derivadas del “Sarchimor T5296” contra el nematodo

agallador M. exigua, en la etapa de almécigo, en San Isidro de Alajuela.

ESPECIFICOS

» Evaluar el efecto de M. exigua sobre el crecimiento y desarrollo de cinco lineas de café

derivadas del “Sarchimor T5296” y una variedad de Caturra en etapa de almacigo.

» Determinar la tolerancia o susceptibilidad de cinco lineas de café derivadas del “Sarchimor
T5296” en etapa de almacigo y la variedad Caturra (testigo) inoculadas con el nematodo

agallador M. exigua.

» Comparar el indice de agallamiento y la poblacion final de M. exigua de una variedad de
Caturra susceptible al nematodo con cada una de las cinco lineas de “Sarchimor T5296”

que muestre el grado de tolerancia o resistencia.

» Comparar el indice de agallamiento y la poblacion de M. exigua de las cinco lineas de

“Sarchimor T5296” que conduzca la seleccion de la linea mas tolerante.



REVISION DE LITERATURA

Aspectos histéricos del café

El Coffea arabica es nativo de regiones tropicales ubicadas en las tierras altas (mas de 1 000
m.s.n.m), en Etiopia y Sudan (Le6n 2000). Los persas lo llevaron a Arabia y Yemen en los afios
575 y 890, los nativos africanos lo extendieron a Mozambique y Madagascar. Posteriormente los
holandeses y portugueses lo llevaron a otras regiones de Asia y Africa (DaMatta y Rodriguez 2007;
Mora 2008).

Historia y origen del café en América

El cultivo de café en América se ubica en el siglo XVIII, el afio 1720 es la fecha probable de la
introduccion del café a América, cuando las primeras semillas de la especie C. arabica, de la
variedad Typica ingresan a las islas de Surinam y Martinica. De estas primeras semillas descienden
los cafetos a las Antillas y posteriormente, en 1727 el cultivo se extendio a Brasil. Finalmente, a
inicios del siglo XIX el cultivo ya se encontraba por todo América Tropical (Cruz 2013; Oficina
del Café 1979; Leon 2000).

Historia del origen del café en Costa Rica

Se menciona como posible fecha de introduccion de las primeras semillas de café a nuestro pais el
afio 1808. Desde entonces, se empezd a sembrar en nuestras tierras y ha sido el eje central del ser
y quehacer del costarricense (ICAFE s.f; Oficina del Café 1979).

El presbitero Félix Velarde fue el principal precursor del café, ya que en su testamento dice ser
“poseedor de un solar sembrado de café y distribuia semillas entre los vecinos, invitdndolos a
sembrarlas” (Mora 2008). También se detalla que don Mariano Montealegre y Jerénima Fernandez
fueron los primeros grandes cafetaleros del pais, convirtiéndose don Mariano en el principal
impulsador del cultivo de café en la década de 1830-1840 (Oficina del Café 1979).



La primera exportacion de café que realiz6 Costa Rica, fue 1 quintal de grano a Panama en 1820.
Posteriormente en 1832 se exportd a Chile, de donde era reempacado para venderlo a Inglaterra
bajo el nombre de “Café Chileno de Valparaiso” y ya eran cantidades mayores alrededor de 500 a
1 000 sacos de grano (MAG 2007; Mora 2008).

Clasificacion botanica del café

El café, se clasifica taxondmicamente de la siguiente manera:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliatea
Familia: Rubiaceae
Género: Coffea

Especies: arabica, canephora, liberica y dewevrei

Origen de la planta

El C. arabica se origin6 debido a la fusion de dos especies (Coffea eugenioides y C. canephora)
en Africa Oriental. Posteriormente, se originaron dos variedades de café del tipo Arabigo: 1) Coffea
arabica var. typica la cual fue la primer variedad cultivada en América y Asia y 2) Coffea arabica
var. bourbon (Cardenas 2007). El origen de esta especie (C. arabica) es reciente y su mecanismo
de reproduccién por autofecundacion le da a esta una baja diversidad genética, por lo que el

mejoramiento genético de esta especie es dificil (Anthony et al. 2003; Cros et al. 1998).

Descripcion de la planta

Las plantas de cafeto son arboles o arbustos perennes, tropicales, que pueden llegar a medir mas
de 10 m de altura en los bosques. Su ciclo de vida puede alcanzar hasta 20-25 afios, que seria lo
ideal con un adecuado manejo y podas. Esta planta bajo las condiciones adecuadas de manejo del

cultivo, alcanza su maxima productividad entre los 6 y 8 afios de edad (Arcilla 2011; ICO s.f).



Es un arbusto grande con hojas simples, ovaladas, opuestas y de color verde oscuro. Las flores son
pequerias, de color blanco, parecida al jazmin, y de vida muy corta, ya que a los tres dias de florecer,
estas caen y dan paso al fruto, el cual es una drupa ovalada, pequefia de color verde durante su
estado inmaduro, posteriormente toma coloracion rojiza o amarilla cuando esta maduro (cereza).
En el interior de cada drupa hay generalmente dos semillas (granos de café) separadas por un surco
y rodeadas de una savia, cada semilla esta recubierta por una capa de color crema llamada
pergamino (ICO s.f; Café de Colombia 2010).

Importancia del cultivo de café

El género Coffea, al cual pertenece el cultivo de café, es uno de los principales productos que se
comercializa en los mercados mundiales mas importantes, de materias primas y de futuros (bolsa
de valores), especialmente en Londres y en Nueva York, donde ocupa el segundo lugar unicamente

por detras del petréleo (Monroig 2015).

Este cultivo es crucial para la economia y la politica de muchos paises en desarrollo, siendo el
principal producto agricola de consumo a nivel mundial. Genera econémicamente mas de US$ 90
billones de dolares en 2007, a lo largo de la cadena productiva (Rodriguez 2011; ICAFE 2012). Se
estima que entre 2013 y 2015, solamente las exportaciones de Café representaron un valor
aproximado a los US$ 22 billones (European Coffee Federation (ECF) 2016).

El café se cultiva en aproximadamente 70 paises alrededor del mundo, 45 de los cuales son
miembros exportadores de la Organizacion Internacional del Café (OIC/ICO) y se encargan del
97% de la produccién mundial de este grano, el 3% restante lo producen otros paises que no son
miembros de la OIC (MAG 2007; ICAFE 2012). El area mundial dedicada a la produccion es de
13.2 millones de km? (Onzima et al. 2002). Alrededor del 70% de la produccion mundial, proviene

de pequefias unidades productivas familiares con areas menores a las 10 ha (CEDRSSA 2014).

Se estima que aproximadamente el 8% de la poblacion mundial, es decir, 125 millones de personas
estan relacionadas de manera directa o indirecta con el comercio del café, en alguno o varios de los
procesos de la agrocadena del mismo (desde la siembra hasta el consumo final) (DaMatta y

Rodriguez 2007). En Centroamérica tiene un impacto significativo tanto econémico como social,
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siendo fuente importante de ingresos y empleo para alrededor de 300 000 familias productoras y
cerca de 1 millon de asalariados permanentes y temporales, los cuales desempefian funciones a lo

largo de los eslabones de la agrocadena (Canet y Garcia 2010).

Actualmente se conocen mas de 100 especies de Coffea, de las cuales C. arabica L. y C. canephora
Pierre son las unicas dos especies cultivadas. La C. arabica aporta el 58% de la produccion mundial
y la C. canephora el 42% (Cruz 2013).

En Centro América la caficultura es la principal actividad econdmica de la region, representando
en la mayoria de los paises el principal producto de exportacion. Se cultiva en areas extensas sobre
la vertiente pacifica, el centro de los paises y un poco sobre las regiones orientales, desarrollandose
en altitudes desde los 500 hasta los 1 800 m, principalmente en zonas montafiosas con pendientes
pronunciadas (Jaehn 1990).

Datos del mercado mundial de café

A nivel mundial la produccion de café ha crecido 73% entre 1980 y 2014. El café robusta es el que
presenta el mayor crecimiento que el arabica, con tasas de 194% y 30%, respectivamente
(CEDRSSA 2014).

Produccioén

De la produccion de 2010 a 2012, el 61.7% correspondi6 a la especie ardbica y 38.3% a la especie
robusta (ECF 2016). De acuerdo con datos de produccion de la OIC para el periodo 2013-2015,
ubican a Brasil como el principal productor, seguido de Vietnam y Colombia (Figura 1). En el caso
de Costa Rica, se ubica en la posicién numero 14, por debajo de los paises de la regién Honduras,
Guatemala y Nicaragua. Algunos de estos paises producen y comercializan café de las dos

principales especies, arabica y robusta. Costa Rica solamente produce café de la especie arabica.
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Figura 1. Los 20 paises mayores productores de café verde a nivel mundial, durante los periodos
de cosecha del 2013 a 2015, en toneladas métricas (tons).
Fuente: Tomado de ECF 2016.

Cuadro 1. Total de la produccion mundial de los 14 principales paises productores-exportadores,
en miles de sacos de 60 kg.

Brasil AR
Vietnam R/A
Colombia A
Indonesia R/IA
Etiopia A
India R/IA
Honduras A
Perd A
México A
Guatemala AR
Uganda RIA
Nicaragua A
Costa de Marfil R
Costa Rica A

43 977
17 825
8 098
11 380
6 931
4 827
3603
3 286
4109
3835
2894
1871
1795

1447

53428
20000
8523
9129
7500
5033
4331
4 069
4 001
3950
3 267
1638
982

1581

50592
26 500
7652
10 644
6 798
5233
5 887
5373
4 563
3850
3115
2193
1 966

1776

55420
23 402
9927
11519
6 233
5303
4 686
4 453
4327
3763
3914
1991
2072

1658

54 698
27610
12 163
11 265
6 527
5075
4578
4 338
3916
3189
3633
1941
2107

1444

52 299
26 500
13 339
11418
6 625
5450
5258
2883
3591
3310
3744
1898
1750

1408

50 376
28 737
14 009
12 317
6714
5800
5766
3301
2 800
3.420
3650
2137
1893

1634

55000
25500
14 500
10 000
6 600
5333
5934
3800
3100
3500
3800
2 100
2000

1486

415790
196 073
88 211
87672
53930
42 054
40 043
31503
30 407
28 817
28 017
15769
14 564
12 434

Datos tomados de ICO 2017. *A: Arabica, R: Robusta.
Fuente: Elaboracion propia.



Exportaciones

Durante los 12 meses de diciembre a noviembre, en ambos periodos de cosechas, 2013/14 y
2014/15. El total de las exportaciones disminuy6 en 1.3% de 6.71 a 6.62 millones de toneladas. A

continuacién, se muestra el total de exportaciones a los principales paises de destino (Figura 2).

M December 2013/November 2014 H December 2014/November 2015

2.500.000 +

2.000.000 -

1.500.000

1.000.000

500.000

Figura 2. Principales 15 paises exportadores de Café, periodo 2013/14 y 2014/15, en toneladas
métricas (tons).
Fuente: tomada de ECF 2016.

Consumo mundial de café

Se estima que alrededor de 400 000 millones de tazas de café se ingieren en el mundo por afio
(Monroig 2015). En el afio 2000, existia un consumo mundial de 106 538 sacos de 60 kg. De
acuerdo con estos datos, de esta fecha al 2013, hubo un incremento de 38 764 sacos de 60 kg, lo

que indica que afio con afo el consumo a nivel mundial de esta bebida incrementa (Cuadro 2).



Cuadro 2. Consumo mundial de café, del afio 2000 al 2015. Cantidad en miles de sacos de 60 kg.

Fuente: Elaboracion propia, datos tomados de ICO 2017.

2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015

106 538
110 558
111 871
114 654
120 702
121 464
125 377
130 039
133 608
132 489
138 369
140 173
143 348
148 003
150 339
151 149

El consumo en 2014 fue de 9.01 millones de toneladas y 150.3 millones de sacos de 60 kg. Estados

Unidos es el principal importador y consumidor (por volumen) (Coffee 1Q 2017). Los paises

Europeos son lo que méas consumen café, con consumos per capita (kg/persona) de 9.5 en Finlandia,

7.3 en Noruega, 6.7 en los paises bajos, 6.1 en Eslovenia y 5.5 en Austria (Figura 3) (Coffee 1Q

2017).
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Figura 3. Principales paises consumidores de café, datos en toneladas, para los meses de junio
2012 a julio 2013, el mismo periodo de meses 2013 a 2014 y 2014 a 2015.
Fuente: Tomado de ECF 2016.

Precios Internacionales del café

Estos precios son promedios anuales y son en base a un indicador compuesto establecido por la
Organizacién Internacional del Café (Cuadro 3).

Cuadro 3. Promedios de precios anuales, indicador compuesto ICO en US$/qq

2006 95.75

2007 107.68
2008 124.25
2009 115.67
2010 147.24
2011 210.39
2012 156.34
2013 119.51
2014 155.26
2015 124.67
2016 127.31

Fuente: Elaboracion propia, datos tomados de ICO 2017.
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Situacion nacional del cultivo de café

El café ha sido el motor de desarrollo social en Costa Rica, en términos de empleos de la
Agrocadena del café, compuesta por mas de 50 000 familias productoras, 145 beneficiadores, 55
tostadores y 60 exportadoras. La relacion café-trabajo impregna al 8% de nuestra fuerza laboral,
donde origina un gran impacto y beneficio social (Café de Costa Rica 2011).

Area sembrada

Segun el daltimo Censo Nacional Agropecuario 2014, se reportan un total de 22 961 fincas en donde
la actividad principal es el cultivo de café. Estas fincas generalmente cuentan con extensiones
menores a cinco hectareas. La mayoria de las fincas cafetaleras en nuestro pais, se encuentran en
la provincia de San José, un total de 9 676 fincas (Instituto Nacional de Estadistica y Censo (INEC)
2015; ICAFE 2015).

Productividad

En el Cuadro 4 se encuentran los datos de produccion de café en Costa Rica, los cuales se reflejan

en miles de sacos de 60 kg de café oro (Cuadro 4).

Cuadro 4. Produccién nacional, cosecha 2000/2001 a la 2015/2016

- Produccion en sacos
Afno Cosecha

de 60kg
2003-2004 1783
2004-2005 1887
2005-2006 1778
2006-2007 1580
2007-2008 1771
2008-2009 1287
2009-2010 1304
2010-2011 1392
2011-2012 1462
2012-2013 1571
2013-2014 1444
2014-2015 1408
2015-2016 1492

Fuente: Elaboracion propia, datos tomados de ICO 2017.
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Consumo

El consumo per capita de café en Costa Rica en kg/por persona, para el periodo del 2000 al 2013
ha sido un poco inestable a lo largo de estos ultimos 13 afios. Se estima que existe un consumo por
persona promedio de 3.8 kg, muy por debajo del consumo per capita del mayor consumidor
mundial, Finlandia con 9.5 kg por persona, pero se ubica en segundo lugar en América Latina
(Cuadro 5) (Coffee 1Q 2017).

Cuadro 5. Consumo per cépita en Costa Rica, segun el registro del 2000 al 2013

Afo Consumo per cépita
2000 452
2001 3.86
2002 3.65
2003 3.40
2004 417
2005 5.04
2006 4.77
2007 419
2008 3.54
2009 3.15
2010 3.12
2011 3.53
2012 3.46
2013 3.37

Fuente: Elaboracion propia, datos tomados de ICO 2015.

Exportaciones

El volumen de las exportaciones realizadas segun los periodos de cosechas, de los afios 2000 al
2014, present6 un descenso del afio 2000 al 2007, y para el afio 2008 se dié un pequefio incremento,

pero luego continud la tendencia a la baja en los niveles de exportacion (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Exportaciones realizadas del 2000 al 2016. Volumen en miles de sacos de 60 kg.

2006-2007 1371
2007-2008 1402
2008-2009 1301
2009-2010 1170
2010-2011 1209
2011-2012 1384
2012-2013 1380
2013-2014 1237
2014/2015 1145
2015/2016 995

Fuente: Elaboracion propia, datos tomados de ICO 2017.

Precios

Los precios en los distintos grupos de café, a excepcién de los robusta, presentaron la misma
tendencia a lo largo de los periodos de julio 2013 a julio 2015. Unicamente se observo un pequefio
descenso de julio 2013 a enero 2014 y un posterior incremento abrupto de los precios en febrero-
marzo del 2014, donde alcanzo precios superiores a los 200 centavos de dolar en USA por libra.
Estas fluctuaciones se extendieron hasta diciembre de 2014, donde hubo una tendencia a la baja

hasta por debajo de los 150 centavos de délar USA por libra, para julio de 2015 (Figura 4).

250
200

150

US cents/lb

WA,

100

50

D D Ab Ak Al A A0 AD Ao
¥ o o p& o o o© & W

= Colombian Milds Other Milds ~ ====Brazilian Naturals Robustas

Figura 4. Precios indicativos diarios por grupos de café, segun la OIC, para el periodo entre julio
2013y julio 2015.
Fuente: tomado de ICO 2015.
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Variedad Sarchimor

Este material cuenta con una mayor variabilidad genética natural que las variedades comerciales

mas comunmente cultivadas (Quijano 2007).

Antecedentes de esta variedad

Esta linea de plantas hibridas Sarchimor, provienen del cruce entre el Villa Sarchi (CIFC H-361) y
el hibrido Timor (CIFC 832/2). Esta linea logra mantener los genes de resistencia genética natural
del hibrido Timor ante la roya del café e introduciendo las caracteristicas genotipicas de la variedad
Villa Sarchi, como lo son la buena productividad, la excelente calidad de bebida, entre otras
(Quijano 2007; Ramirez 2017).

La progenie Fz designada como T5296 de Sarchimor destaco como resultado de gran cantidad de
trabajos de investigacién, cruzamiento y seleccion de los mejores materiales genéticos. A partir de
la poblacion derivada de la planta CIFC H-361/4, homocigota, de porte bajo, con vigor vegetativo,
de buena productividad los primeros afios de produccion. De esa progenie se han originado la
mayoria de los Sarchimores liberados como variedades comerciales por los centros de
investigacion en café, por ejemplo el Parainema en Honduras, el Cuscatleco en El Salvador, el
Limani en Puerto Rico, y las variedades Sarchimor que se cultivan en el pais (Obaté4, Tupi, ente
otros) (Bettencourt y Fazuoli 2008; Ramirez 2017).

Debido a la gran cantidad de datos obtenidos en todas las investigaciones realizadas con los
materiales genéticos y los diferentes cruces entre estos, permiten manifestar con certeza que las
poblaciones de Sarchimores constituyen un valioso y diversificado reservorio de genes de
resistencia contra la roya del café. Asi mimos, se cree que posiblemente también pueda tener
resistencia contra otros agentes patogenicos como: Colletotrichum kahawae (CBD), Fusarium
oxysporum, Pseudomonas syringae y contra los nematodos M. exigua, M. incognita y M. arabicida
(Bettencourt y Fazuoli 2008).
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Sarchimor T5296

Dentro de las caracteristicas que presentan estas plantas esta su buen potencial en la calidad de taza
en altura, el rendimiento productivo es muy similar al del Caturra. La planta presenta un porte bajo,
compacto, brotes verdes o bronce, se adapta muy bien en altitudes desde los 600 hasta los 1 200 m,
la densidad de siembra es similar a la del Caturra 5 000/6 000 plantas por ha (World Coffee
Research (WCR) 2016).

Por otra parte, presenta resistencia a la roya del café, a la antracnosis y a nematodos, especialmente
a M. exigua. Los requerimientos nutricionales de las plantas de éste hibrido son altos y el tamafio

del fruto es grande en promedio al Caturra (WCR 2016).

Estudios realizados por Bettencourt y Fazuoli (2008), acerca de herencia de la resistencia al
nematodo M. exigua, demostraron que el hibrido de Timor (CIFC 832/2) posee un gen dominante
Me, el cudl es responsable de la resistencia o tolerancia ante el ataque de éste nematodo. Estos

resultados fueron confirmados posteriormente en la progenie Sarchimor T5296.

¢ Qué son los nematodos fitoparasitos?

La palabra nematodo deriva del griego “nema”, la cual significa forma de un hilo. Los nematodos
del suelo son pequefios invertebrados dependientes del agua y son un grupo muy diverso,
considerandose entre los mas diversos y abundantes del planeta. Se conocen unas 20 000 especies
entre nematodos fitoparasitos y de vida libre. Representan los organismos pluricelulares que se
encuentran en mayor cantidad en los agroecosistemas, pudiéndose encontrar hasta 30 millones de
estos individuos por metro cuadrado. Es mas comdn encontrar especies fitoparasitas en mayores
porcentajes en los agroecosistemas que en los ecosistemas naturales, donde hay mayor equilibro
natural (Arauz 2011; Fatima et al. 2012).
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Importancia

Algunos de estos nematodos (los de vida libre), cumplen una funcion como agentes de reciclaje de
nutrientes y como reguladores y bioindicadores de fertilidad del suelo, siendo responsables del 10
al 15% de la respiracion de la demas fauna del suelo. Ademas, algunos de estos microorganismos
tienen la capacidad de ser agentes de control biolégico de plagas, principalmente sobre estadios

larvales de insectos o bien de otros nematodos fitoparasitos (Fatima et al. 2012, Lima 2018).

Los nematodos fitoparasitos son agentes responsables en parte de las pérdidas causadas en los
sistemas radicales de las plantas (Fontana et al. 2013). Al penetrar en los tejidos de las plantas,
ocasionan dafios mecanicos, ademas extraen los nutrientes de la planta y uno de los dafios mas
significativos es la introduccidn de sustancias tdxicas que son inyectadas por medio del estilete, a
la planta (Lima 2018).

Las pérdidas anuales debido a nematodos parasitos en la produccion agricola mundial se estiman
en un 11 y 14%. En términos absolutos, las pérdidas econdmicas anuales se calculan en unos 80
billones de dolares (Agrios 2005; Guzman et al. 2012). Estas pérdidas economicas se deben a, las
muertes de plantas, reduccién de la produccion, los costos de resiembra y los costos en el uso de
nematicidas (Andrés 2003). Los problemas que ocasionan los hematodos al cultivo de café, en
muchas ocasiones pasan desapercibidos debido a la desinformacién o bien son atribuidos a la baja
fertilidad de los suelos (Anzueto et al. 1991).

Caracteristicas generales de los nematodos

Morfologia

Los nematodos son animales vermiformes (forma de gusanos), que tienen cuerpo cilindrico,
simetria bilateral y son de tamafio microscopico de 0.25 a 5 mm de longitud por 15 a 50 um en
nematodos fitoparasitos, hasta 20 o mas centimetros de largo por 0.5 cm de ancho en las especies
que parasitan animales (Coyne et al. 2014). Cuentan con la mayoria de los sistemas fisioldgicos al
igual que los animales superiores, excepto los sistemas circulatorio y respiratorio (Galan y Ramirez
2011).
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Anatomia

El cuerpo es transparente, cubierto por una cuticula incolora que a menudo presenta estrias. La
cavidad corporal estd compuesta por un pseudoceloma, cuentan con musculos pequefios que le

permiten la movilidad, pero no tienen ni extremidades ni otros apéndices (Agrios 2005).

Todos los nematodos fitoparasitos cuentan con un estilete hueco que utilizan para penetrar las
células de las plantas y extraer los fluidos celulares de los cuales se alimentan. El sistema digestivo
consiste en un tubo hueco que va desde la boca, pasando por el es6fago, el felesino, el recto y
finalmente llega al ano (Talavera 2003). Generalmente son vermiformes durante los estados
juveniles y adulto, tnicamente en los endoparasitos sedentarios donde las hembras adultas tienen
forma engrosada reniforme (forma de rifion), piriforme (forma de pera), hasta formas casi esféricas.
(Crozzoli 2014; Arauz 2011).

Los sexos generalmente estdn separados (dimorfismo sexual) y las gonadas son alargadas. El
aparato reproductor femenino esta formado por uno o dos tubos que desembocan en un poro
Ilamado vulva. Cada tubo contiene ovario, oviducto, espermateca y Utero. Mientras tanto el aparato
reproductor masculino consiste en un tubo con testiculo, vesicula seminal, vaso deferente y
espiculas copulatorias, desemboca en la cloaca (Arauz 2011). La reproduccion se realiza por medio
de huevecillos y puede ser sexual, hermafrodita o partenogénica, ya que en muchas especies faltan
los machos (Lima 2018; Agrios 2005).

Clasificacion de los nematodos de acuerdo a sus habitos alimenticios o formas de parasitismo

Los nematodos tienen habitos alimenticios muy variables, no se alimentan de materia organica
muerta, se pueden alimentar de organismos como bacterias, protozoarios, hongos o algas, otros son
parasitos de insectos, animales o plantas y se encuentran los depredadores ya sea de otros
nematodos o de microfauna del suelo en general (Esparrago y Novas 1997).

> Ectoparasitos: Permanecen fuera de la planta y penetran sélo con el estilete (que es por lo
general, méas largo que el resto de nematodos), son de mayor tamafio y se dividen en:
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= Ectoparasitos migratorios: se alimentan en un sitio dentro de la raiz por un corto
periodo. Ej: Trichodorus sp., Tylenchorhynchus sp., Longidorus sp., Xiphinema sp.,
entre otros (Galan y Ramirez 2011).
= Ectoparasitos sedentarios: se alimentan del mismo sitio toda la vida. Ej: algunos
Gracilacus sp. y por varios dias Criconemella sp. (Montes-Belmont 2000).
» Ecto-endoparasitos: pueden comportarse como ectoparasitos o bien penetrar de forma
parcial o total la raiz. Ej: Hoplolaimus sp., Helicotylenchus sp. (Arauz 2011).
» Endoparaésitos: estos nematodos penetran de forma total o parcial con su cuerpo en la
planta:
= Endoparasitos migratorios: cambian los sitios de alimentacion constantemente, donde
ocasionan gran destruccion de los tejidos. Ej: Radopholus sp., Pratylenchus sp. (Villain
2008).
» Endoparasitos sendentarios: una vez que encuentran un lugar de alimentacion
permanecen ahi toda su vida en ese mismo sitio. Ej: Meloidogyne sp., Heterodera sp.,

Globodera sp., Tylenchus sp., Rotylenchus sp., entre otros (Coyne et al. 2014).

Nematodos en el cultivo de café

Los nematodos ocasionan considerables dafios en la mayoria de las plantaciones de café de
América Central. En esta region los nematodos que generan los mayores problemas fitosanitarios
de importancia econdmica en éste cultivo, son los del género Meloidogyne sp. Dentro de éste
género destacan principalmente las especies: i) M. exigua y ii) M. incognita. En las plantaciones de
café en Costa Rica, se reportan las especies, M. exigua, M. arabicida, M. javanica, M. incognita y
M. enterolobii (Rojas y Salazar 2013). Por otra parte el nematodo lesionador de la raiz
(Pratylenchus sp.), cuya principal especie asociada al cafeto es P. coffeae (Jaehn 1990; Avelino et
al. 2009; Figueroa y Garcia 2010).

Los nematodos se alimentan de nutrientes que se encuentran en las raices absorbentes de la planta
de café, es por ello que son considerados parasitos de gran importancia econémica en este cultivo.
Estos fitoparasitos ocasionan pérdidas en el rendimiento del cultivo, ademas, no permiten que la

planta logre desarrollarse y pueda dar su éptima produccion (Souza 2008).
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Control

El control de los nematodos es complejo y se necesita de integrar diferentes técnicas para lograr
reducir las poblaciones a niveles que no afecten los sistemas radicales de las plantas (Fontana et al.
2013).

Los métodos mas utilizados para el control de los nematodos son: el control quimico y el uso de
resistencia genética. No obstante, existen algunas otras técnicas como lo son el uso de nematicidas,
la rotaciéon de cultivos, la incorporacion de materia organica, el uso de productos de origen
bioldgico, la incorporacion de inductores de resistencia a las plantas para su combate (Fontana et
al. 2013; Talavera 2003).

Género: Meloidogyne

De acuerdo con la clasificacion zooldgica descrita por Siddigi (2000), los nematodos pertenecientes

al género Meloidogyne, se dividen de la siguiente manera:

Reino: Animalia
Phylum: Nematoda
Clase: Secernentea
Orden: Tylenchida
Familia: Meloidogynidae
Género: Meloidogyne

Los nematodos pertenecientes a éste género son conocidos como “noduladores de las raices” y son
endoparésitos obligados o sedentarios, muy adaptados a las raices de la planta hospedera, ya que
dentro de éstas cuentan con agua y nutrientes necesarios para la subsistencia, ademas de proteccion
(Siddigi 2000). Las pérdidas en la produccion agricola mundial por causa de los nematodos del
género Meloidogyne son aproximadamente de 115 000 millones de ddlares anuales (Armendariz
et al. 2015).
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El género Meloidogyne ésta ampliamente distribuido por todo el mundo, prevalece tanto en paises
tropicales como subtropicales (Arauz 2011). Es el género de nematodos fitoparasitos de mayor
importancia mundial, ya que ataca varias miles de especies de plantas. Debido a ésta amplia
cantidad de hospedantes son uno de los principales factores limitantes en los campos de cultivo y
muchas de ellas son importantes en café, cafia de azlcar, banano, platano, arroz, cereales, hortalizas
y plantaciones frutales, entre otros cultivos. En cada uno de ellos ocasionan grandes pérdidas
econdémicas debido a los dafios al sistema radical, lo que se refleja en una reduccion de las

capacidades productivas y reproductivas de la planta (Siddigi 2000; Luc et al. 1990).

Los nematodos endoparasitos (Meloidogyne spp.) representan una limitacién importante para el
desarrollo de la produccion de cafe, siendo considerados como uno de los principales patégenos
que causan bajos rendimientos en éste cultivo. Por otra parte, estan ampliamente distribuidos en

las zonas cafetaleras y sus abundantes poblaciones en los suelos (Anthony et al. 2003)

En el cultivo de café los nematodos pertenecientes a éste género se separaron en dos categorias: (i)
los mas comunes que ocasionan dafios en éste cultivo y que se sabe que estan asociadas
principalmente en café: M. exigua, M. incognita y M. coffeicola; (ii) las especies menos difundidas
y conocidas especificamente en café: M. africana, M. decalineata, M. megadora, M. hapla, M.

kikuyensis, M. arenaria, M. javanica, entre otras especies (Luc et al. 1990).

Ciclo de vida de Meloidogyne spp.

Cuando hay plantas hospederas susceptibles, los nematodos dependen de otros factores para su
supervivencia, como lo son: a) la temperatura, b) la humedad, c) la textura del suelo, d) el pH del

suelo, e) presencia de exudados radicales, f) oxigeno del suelo, entre otros factores (Taylor y Sasser
1983).
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El ciclo de los nematodos de éste género comprende cuatro estadios larvarios y un estado adulto
(Figura 5). Este ciclo se divide en dos fases: la primera es desde la salida de las larvas de los huevos,
hasta su ingreso en las raices de las plantas hospederas por lo que contempla los estadios J1 y Jz,
mientras tanto la segunda fase corresponde a la finalizacion del desarrollo del nematodo en el

interior de los tejidos radicales, Jz, Ja y adulto (Galan y Ramirez 2011).
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Figura 5. Ciclo de vida de los nematodos agalladores del género Meloidogyne.
Fuente: Tomado de Papp 1999.

Masa de huevos y huevo: es una masa gelatinosa glicoproteica, que mantiene los huevos juntos,
protege de los cambios extremos del ambiente y de ser depredados. Esta matriz puede contener
alrededor de 1 000 huevos, algunas veces son depositados en la superficie y en otras ocasiones en
el interior de las agallas. El desarrollo de los huevos inicia unas pocas horas luego de la
ovoposicidn, los huevos se mantienen viables por periodos largos de tiempo, hasta que se presenten
condiciones ideales (humedad y exudados radicales) para la eclosion. La primera muda se lleva a

cabo dentro del huevo (Taylor y Sasser 1983; Perry et al. 2009).

J1: el primer estadio se lleva a cabo dentro del huevo, se observa una larva, bien formada, con el
estilete y enrollada dentro del huevo. Al final de éste estadio eclosionan y pasan al J. (Taylor y

Sasser 1983; Siddigi 2000).
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J2: en éste segundo estadio el cudl es el infectivo, ellos necesitan encontrar lo mas rapido posible
un hospedero, en ingresar en la raiz de éste. Se encuentran libres en el suelo en busca de raices para

penetrarlas y estan en forma vermiforme (Perry et al. 2009).

Js: en éste estadio las larvas ya se encuentran alimentandose en el interior de las raices y contintian
creciendo, entonces es aqui en donde se inicia la formacién de células gigantes alrededor de los
puntos fijos de alimentacion de los nematodos y se hacen visibles las agallas (Taylor y Sasser
1983). A partir del J3 y el J4 es que larvas mudan hasta adquirir una forma de “salchicha” como es

conocido comunmente y son llamadas formas aberrantes.

Js: al final de éste estadio se inicia el desarrollo de los 6rganos sexuales principalmente en la

hembra, la cual empieza a tomar forma mas “esférica” y el macho forma “alargada de gusano”

(Lima 2018; Siddigi 2000).

Las hembras en los estadios larvarios Jz y Ja, se da la muda final y ocurre la formacion del Gtero y
la vulva. Mientras tanto en los machos en éstos mismos estadios, el nematodo se engorda y su
estilete no es tan visible, el bulbo medio se degenera y la gdnada se alarga, finalmente se da una

metamorfosis en la cual el cuerpo del macho se alarga (Armendariz et al. 2015).

Meloidogyne exigua (Goeldi 1887)

Esta fue la primera especie de nematodos encontrada en el cultivo de café en Rio de Janeiro y fue
reportada por Jobert en 1878, quien observd un problema en el cafeto debido a una severa
enfermedad. Fue descrita por Emil August Goldi, en 1887 (Nemaplex 2015; Luc et al. 1990).

Distribucién

Esta especie de nematodo fitoparasito es la que se reporta principalmente en plantaciones de café
en las regiones de Centro y Sur América, pero también se ha encontrado en el sur de la India, en
China y algunos paises de Europa. Debido a su amplia distribucion, provoca problemas
fitosanitarios en el cultivo en todas las zonas cafetaleras, originando pérdidas econémicas cada

ciclo del cultivo (Rodriguez 2011; Elling 2013).
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Importancia

En Latinoamérica el parasitismo que ocasionan los nematodos agalladores, principalmente M.
exigua, se considera uno de los principales factores para reducir la productividad en cultivares de

Coffea arabica (Campos y Villain 2005).

Uno de los principales problemas que hace mas dificil su combate en campo, es que cuenta con
gran cantidad de especies hospendantes alternas las cuales son arvenses muy comunes en los
cafetales, como la Bidens pilosa, Emilia fosbergii, Amaranthus deflexus, Euphorbia heterophylla,
entre otras. Ademas de que se han detectado ya tres razas, las dos primeras si atacan café y la
tercera ésta asociada al caucho y no afecta las plantas de café (Crozzoli 2014; Peraza y Orozco
2018).

En fincas cafetaleras en Rio de Janeiro se estima una reduccion de productividad del 45%, debido
al ataque del nematodo M. exigua (Barbosa et al. 2004). En Costa Rica, es la especie de nematodo
mas comun asociada al cultivo de café, la cual puede ocasionar pérdidas econdémicas estimadas
entre un 10 y un 20% (Anthony et al. 2003).

Sintomatologia de las plantas hospederas

Los sintomas primarios son nudosidades pequefias, redondeadas, ubicadas generalmente en las
raices laterales, las cuales pueden alcanzar hasta 5 mm de didmetro y son del mismo color de la
raiz, apices radicales atrofiados, sistema radical poco desarrollado. Las masas de huevos se

encuentran generalmente dentro de las agallas (Baeza 1979; Galan y Ramirez 2011).

Dentro de los principales sintomas secundarios se encuentran: reduccion en la altura y desarrollo
de las plantas, decaimiento general, clorosis, caida temprana de hojas, sintomas de deficiencia de
N y Zn, y bajos rendimientos. En la raiz se logran observar pequefias agallas redondeadas y

disminucidn de las raices laterales (Ferreira y Crozzoli 1995; Salgado et al. 2008).
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Duracién del ciclo de vida de M. exigua en café variedad Caturra
Segun lo indican (Leguizamon s.f. y Taylor y Sasser 1983) la duracion del ciclo de vida de este

nematodo se estima que tiene una duracion de 32 a 42 dias, con condiciones de idoneas de

humedad, textura del suelo y temperaturas de 25 a 30°C.
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MATERIALES Y METODOS
Localizacion del ensayo
El ensayo se realizo en la Hacienda Alsacia, ubicada en Dulce Nombre de San Isidro de Alajuela

(10° 5'49.11"N y 84°11'59.90"0) con una altitud de la finca que va desde los 1 400 m hasta los 1

600 m aproximadamente (Figura 6).
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Figura 6. Ubicacién del invernadero en donde se encontraban las plantas del almacigo de café,
durante todo el periodo de la investigacion.
Fuente: Google Earth 2016.

El ensayo se realizo en el invernadero de la Hacienda Alsacia entre diciembre de 2015 a octubre
2016. Durante ese periodo, se elabor6 el semillero, las mediciones de campo y se recolectaron las

plantas para su procesamiento en el laboratorio de Nematologia de la Universidad Nacional.
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Condiciones meteoroldgicas

La precipitacion total registrada en el 2016 cerca de la zona de estudio, fue de 2 907 mm, con un
promedio de 242 mm de lluvia por mes. Febrero fue el mes con menor cantidad de lluvia 11.8 mm
caidos en sélo un dia, mientras tanto, octubre fue el mes con mayor cantidad 524 mm. Setiembre y

octubre fueron los meses con mas dias de lluvia con un total de 25 (Cuadro 7).

Cuadro 7. Condiciones meteoroldgicas cercanas al area de estudio. Estacion Meteoroldgica
Itiquis, altitud: 1 080 m. Datos 2016.

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Set Oct Nov Dic Prom Total

eh'(“n‘q"ni) 126 11.8 29.3 1169 3928 3999 2615 3589 481 5241 246 72.6 2423 2907.4

Prom. de
das 1 1 2 8 2 2 19 2 25 25 16 6 14 167
lluvia

Fuente: Elaboracion propia, datos tomados de Calderon 2017.

Tipo de sustrato

Para la mezcla del sustrato, se utilizd suelo procedente de la Finca Experimental Santa Lucia en
Barva de Heredia y arena gris, de rio proveniente, de Atenas. Para la realizacion del sustrato se
mezclo el suelo y la arena de rio en una proporcion final de 1:1 (v/v suelo y arena de rio).

Finalmente, esta mezcla se utilizé para llenar los tubetes utilizados en el ensayo.

El suelo se esterilizé en una autoclave a 121°C por 20 minutos en el Laboratorio de Fitopatologia
de la Universidad Nacional. La esterilizacion del suelo permitio evitar la presencia de otros
nematodos tanto fitoparasitos como de vida libre en el ensayo. Ademas, con la esterilizacion del
suelo se evito la presencia de algunos hongos o bacterias que pudieran estar presentes en el suelo.

La arena no se esterilizd ya que esta no contenia nematodos fitoparasitos.
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Material vegetal utilizado en el ensayo

Se utilizaron cinco lineas de café derivadas del “Sarchimor T5296: la SI (San Isidro) 27, 31, 32,
34, 35 y una de la variedad Caturra (CT) utilizada como testigo debido a sus conocidas

caracteristicas de susceptibilidad a los nematodos.

Estas lineas San Isidro, derivadas del “Sarchimor T5296” corresponden a una 6 generacion de
este material genético proveniente de Brasil, el cual llegé al CATIE en la 3°% generacion, en la
década de los 80"s (Figura 7).

Seleccidn de las lineas San Isidro, a partir del Sarchimor T5296
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Figura 7. Diagrama de la seleccion de las lineas San Isidro utilizado en el ensayo, desde el inicio
de la formacion del hibrido hasta la generacidn seis que fue la empleada en esta investigacion.
Fuente: Rodriguez 2017.

Siembra de las semillas y obtencién de plantas de almacigo de café

Se utilizaron semillas de las cinco lineas San Isidro (SI) obtenidas de los lotes de Coopevictoria
RL. Cada semilla se cosecho y se seco debidamente para su posterior siembra. En el caso de las
semillas de la variedad Caturra (CT), fueron suministradas por el CICAFE y se realiz6 el mismo

procedimiento de cosecha y secado que las semillas anteriores.
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El semillero se realizo directamente con la siembra de dos semillas por cada tubete de polietileno
(de 5 cm de diametro por 18 cm largo). Cada tubete contenia aproximadamente 350 g de sustrato.
Los tubetes se colocaron en una “cama” de malla desde la siembra de las semillas, hasta el final
del ensayo. La fase experimental del semillero se realiz6 de diciembre 2015 hasta febrero 2016.
Los tubetes se dejaron en dicha cama, para permitir el crecimiento de las plantas a lo largo del

periodo del ensayo. A mediados del mes de junio, se procedié con la inoculacién de los nematodos.

Las plantas se conservaron en el invernadero de la Hacienda Alsacia propiedad de la Compafiia
Starbucks con riego a capacidad de campo, dos veces al dia (8:00 am y 4:00 pm). Se utilizaron dos
micro aspersores, con una duracion de una hora al inicio y posteriormente se aumento este tiempo

de riego a dos horas, cada periodo.

Se aplicé de manera manual, cinco gramos del fertilizante de liberacion lenta (Osmocote), de
formulacién (14 N -14 P205 -14 K20) por tubete. La incorporacion del fertilizante, se realiz6 con
la presencia del primer par de hojas verdaderas (aproximadamente a los 30 dias después de la
germinacion) y se realiz6 una segunda aplicacion trascurridos los cuatro meses de haber realizado
la primera fertilizacion. También se realizaron aplicaciones foliares de 500 ml de Bayfolan Forte
al mes el cual aporta los siguientes macro (N, P205 y K20) y microelementos (S, B, Co, Zn, Cu,
Mo, Ca, Mn, Fe, Mg) (30 ml/10 | de agua).

Es importante mencionar que se aumento la distancia entre los tubetes (plantas) con el objetivo de
favorecer la aireacién y disminuir la aparicion de enfermedades. En algunas ocasiones, se observo
la ocurrencia de algunas enfermedades fungosas como es el caso de Antracnosis (Colletotrichum
sp.) la cual se combatié del almacigal, con la aplicacion de Amistar 50WG (i.a Azoxystrobin) y

Fytosan (i.a Sulfato de Cobre) como protector.

Material para la inoculacion (obtencién del in6culo)

La poblacion inicial de M. exigua se obtuvo de un lote del CICAFE el cual historicamente ha
presentado problemas con estos nematodos. Se tomaron muestras de raices de plantas de café

agalladas, para asi obtener el in6culo. Los huevos de M. exigua fueron extraidos segun el método
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de Barker (1985), en el cual las raices recolectadas del campo, se lavaron cuidadosamente con agua
del tubo de cafieria para retirar las particulas de suelo adheridas. Luego las raices se desinfectaron
mediante el uso de hipoclorito de sodio. Se colocaron entre 20 a 50 g de raiz previamente lavada
en un beaker con NaOCL al 0.5% y se agitaron durante tres minutos. La solucion se pasoé a través
de un tamiz de 0.001 pulgadas (25 UM), para retener los huevos que finalmente, se lavaron con

agua destilada para eliminar el exceso de cloro y lograr la desinfeccién superficial.

Adicionalmente, para la extraccion de los huevos y juveniles de M. exigua se utiliz6 la metodologia
de centrifugacion-flotacion, en solucion azucarada, descrita por Jenkins (1964). Este procedimiento
consistio en tomar las raices recolectadas en campo y lavarlas con agua. Se uso solo aquel material
con sintomas de agallamiento por Meloidogyne, para asegurar una poblacion alta de este nematodo,
en la inoculacidn en los tubetes. Las raices se cortaron en trozos pequefios (1-2 cm) y se colocaron
en una licuadora con 300 ml de agua para ser maceradas durante 30 segundos. EI material licuado
se paso por un juego de tamices de 100 y 400 micras. EI material retenido en la criba de 400 micras
se colectd y se colocd en un tubo de 50 ml en la centrifuga por 3 minutos a 3 000 r.p.m.
Posteriormente, se decanto el agua sobrenadante y se le agregd solucion azucarada de gravedad
especifica 1.18. Luego, se agitd vigorosamente y se colocd nuevamente en la centrifuga por tres
minutos a 3 000 r.p.m. Finalmente, el sobrenadante contenido con la solucién azucarada se vertio
en un tamiz de 500 micras, se lavd con un flujo de agua ascendente para lavar el exceso de azlcar.
Una vez completada esta fase, la solucion fue colectada en una caja de conteo y se procedio a

realizar la observacion y determinar la densidad poblacional de M. exigua al microscopio.

Reproduccion de M. exigua en un hospedante alterno

Con el fin de multiplicar la cantidad de nematodos y huevos de esta especie, se utilizaron plantas
de tomate (Lycopersicun esculentum), como hospedero alterno. Se colocaron 15 macetas de
plastico de 4 | de capacidad con cuatro plantas cada una, para tener 60 plantas en total. Tanto el
suelo utilizado en el alméacigo como para las macetas con tomate se esterilizaron en autoclave a
121°C por 20 minutos. Cada maceta con cuatro plantas de tomate fueron inoculados con
aproximadamente 1 000 juveniles de M. exigua. A los 55 dias después del trasplante se tomaron
las raices de tomate infectadas y se realizo la extraccion de nematodos, siguiendo el procedimiento

descrito anteriormente de acuerdo con la metodologia de Jenkins (1964). Es importante mencionar,
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que la reproduccién de juveniles en hospedante alterno, permitid tener siempre J2 vivos para

realizar las pruebas moleculares correspondientes.

Inoculacién del material

A los cuatro meses después de la germinacion del almécigo de café (cuando las plantas tenian en
promedio cinco pares de hojas verdaderas), se realizo la inoculacion de nematodos, la cual consistio
en una ‘“suspension madre” de 450 ml de agua destilada con aproximadamente 190 000 entre

juveniles y huevos de M. exigua que fueron distribuidos en todas las plantas del ensayo.

La inoculacion de cada una de las unidades experimentales (tubetes, con dos plantas cada uno),
para el tratamiento “inoculado” (Cuadro 8), se realiz6 de la siguiente manera: a) se procedio a
realizar un pequefio hueco de aproximadamente 2 cm. de profundidad en el sustrato en medio de
las dos plantas, b) posteriormente, con la ayuda de una micro pipeta, se tomé 5 ml de la “suspension
madre” con aproximadamente 2 000 entre huevos y juveniles c) finalmente se depositaron en el
orificio previamente realizado. Para el tratamiento “sin inocular” (Cuadro 8), se realizé el mismo

procedimiento solo que se coloc6 agua destilada libre de nematodos.

Cuadro 8. Tratamientos utilizados en el ensayo

Inoculado Sin Inocular
S127 S127
S131 SI131
S132 S132
S134 S134
SI135 SI35

CT (testigo) CT (testigo)

Sl: corresponde a las lineas San Isidro y el nimero es un codigo de identificacion de cada linea,
mientras tanto, la CT corresponde a la variedad testigo Caturra.
Fuente: Elaboracion propia
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Variables evaluadas:

Variables de crecimiento

Las variables de crecimiento se midieron en tres momentos, 2 dias antes de realizar la inoculacion,
a los 60 dias después de la inoculacion y a los 120 dias después de la inoculacion y finalizacion del

ensayo de campo.

Altura de la planta

La medicion de la altura de las plantas se realizé utilizando una regla dos dias antes de realizada la
inoculacién, a los dos meses después de la inoculacion y al finalizar el periodo del ensayo de campo
(a los cuatro meses después de la inoculacidn). Esta medicion se realizd colocando la regla desde
el nivel del sustrato hasta el meristemo apical de la planta y tomando el dato de los centimetros
(cm) que se observaban en ese punto del meristemo apical.

Grosor del tallo

La medicion del grosor del tallo de la planta se realiz6 mediante el uso del “pie de rey o vernier”,
y la unidad fue en milimetros (mm). Esta medicion se realizo dos dias antes de realizada la
inoculacion, a los dos meses después de la inoculacion y al finalizar el periodo del ensayo de campo
(a los cuatro meses). Para medir el grosor del tallo se coloco el “pie de rey” en el tallo al nivel del

sustrato y el instrumento digital indicaba la medida del tallo de cada planta.

Numero de hojas por planta

Se conto el numero de hojas por planta exceptuando las hojas cotiledonales y tomado en cuenta
Unicamente, las hojas completamente expandidas. Al igual que en las mediciones anteriores, se

realizd en las mismas fechas.
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indice de Agallamiento Radical (IAR)

La medicion para esta variable se realizo a los cuatro meses después de la inoculacién, es decir,
luego de haber realizado las Gltimas mediciones de las variables de crecimiento que coincidieron
con la culminacion del ensayo. Se colectaron los tubetes y se cortaron las plantas en la zona del
tallo a la altura de la superficie del tubete. Cada tubete junto con el tallo cortado, se colocé en una
bolsa debidamente rotulada y sellada para ser trasladado al laboratorio de Nematologia de Escuela

de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional.

Posteriormente, se tomd cada tubete y se lavd con agua para eliminar el sustrato adherido a las
raices y asi determinar el indice de Agallamiento Radical (IAR) con base en el estado de cada
sistema radical. Esto se realizd a cada una de las 15 plantas (unidades experimentales) por linea
para el tratamiento inoculado. Para determinar el IAR, se utilizd el Diagrama de Infeccion Radical
causado por Meloidogyne spp. segun Taylor y Sasser (1983) (anexo 1). Esta figura, categoriza la
severidad del agallamiento o infeccion del sistema radical de la planta en seis grupos. El grupo “G-
0” corresponde a un sistema radical libre de agallas, el “G-1" a un porcentaje de severidad que va
de 1 a 10%, el “G-2" de 11 a 25%, “G-3” de 26 a 50%, “G-4” de 51 a 75% y finalmente el “G-5”
de 76 al 100%. Ademas, del diagrama de Taylor y Sasser (1983), se utilizé también el Cuadro 9,

segun el tipo de reaccién del genotipo planteado por Safiudo et al. 2003.

Cuadro 9. Escala para el indice de Agallamiento Radical (IAR)

0 0% Inmune (1)

1 1-10% Resistente (R)

2 11-25% Moderadamente Resistente (MR)
3 26-50% Moderadamente Susceptible (MS)
4 51-75% Susceptible (S)

5 76-100% Altamente Susceptible (AS)

Fuente: tomado de Safudo et al. 2003.
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Analisis del peso fresco de las raices

Se tomaron las raices de cada unidad experimental (tubete), previamente lavadas, se cortaron en
trozos de aproximadamente 1 cm, se colocaron en un beaker previamente pesado. Luego se
determind del peso fresco de cada unidad experimental en todas las lineas para el tratamiento

inoculado. Este se realizo en una balanza “college” B502 de 500 g.

Analisis de la poblacion final de nematodos en raices

Se proceso el sistema radical de las 15 plantas por linea para el tratamiento inoculado y se realiz6
el mismo procedimiento que se utilizo para la obtencion del indculo. Posteriormente se tomaron
cada una de las muestras para las cinco lineas San Isidro (SI) y la Caturra (CT) y se contabilizo la
poblacion final de M. exigua para cada uno de los tratamientos. Se utilizé un microscopio invertido
OLYMPUS CKX41 a una magnificacion de 20X.

Analisis de la poblacion final de nematodos en sustrato

Se homogenizo el sustrato y se tomo una submuestra de 100 g para cada uno de los tubetes y se
procesod por medio del método de tamizado y centrifugacion-flotacion en solucion azucarada.
Posteriormente, se procedid a realizar el conteo de las mismas, en un microscopio invertido
OLYMPUS CKX41 a una magnificacion de 20X.

Analisis del Factor de Reproduccién

Este indice que se utiliz6 para relacionar la poblacion inicial de nematodos (Pi) con la poblacion
final de los mismos (Pf) (FR = Pf/Pi) (Oostenbrink 1966) en cada uno de los tratamientos
“inoculados” (San Isidro y Caturra). Si el FR < 1, la planta es considerada como hospedero

resistente y si el FR > 1, la planta es considerada un hospedero susceptible al nematodo
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Analisis fisico del sustrato

La determinacion de las propiedades fisicas del suelo, se realizé mediante el método del hidrometro
Bouyoucos, el cual consistio en tomar 50 g de suelo seco, se le agreg6 10 ml de agente dispersante,
se coloco en la batidora por 10 min, posteriormente el contenido se virtié en un cilindro de vidrio,
se introdujo el hidrometro y se afor6 hasta la marca del cilindro. Luego se extrajo el Bouyoucos,
se mezclo6 con fuerza el contenido dentro del cilindro, y de nuevo se introdujo el hidrémetro para
realizar las lecturas correspondientes, la primera se realizd 40 segundos después de haber
introducido el hidrometro y la segunda 2 horas después. En ambas lecturas se tomd la temperatura

a la que se encontraba el liquido al interior del cilindro (Henriquez y Cabalceta, 2012).

Este analisis se realizo en el INISEFOR (Instituto de Investigaciones y Servicios Forestales), de la

Universidad Nacional en Barva, Heredia.

Identificacidn de la especie de Meloidogyne

La identificacion de la especie se realizd mediante el montaje de disefios perineales de hembras
ovigeras y las mediciones morfométricas de estadios juveniles (J2). Dichas mediciones, se
realizaron en el laboratorio de Nematologia de la Escuela de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional. Ademas, se realiz la identificacion de la especie mediante el uso de las técnicas
moleculares como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y RFLP. Estos anélisis se
llevaron a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela de Ciencias Agrarias de la

Universidad Nacional.

Identificacién morfoldgica y morfométrica de juveniles (Jz2) de Meloidogyne

Se realizaron cortes de la region ano-genital de hembras ovigeras, de acuerdo con el método
descrito por Hartman y Sasser (1985). Las raices recolectadas en la plantacion de café del CICAFE,
de la variedad Catuai, se lavaron y se tomaron algunas agallas las cuales fueron colocadas en una
caja Petri para luego ser observadas en un estereoscopio a 45X. Con la ayuda de agujas de
diseccion, se abrio el tejido para extraer las hembras de Meloidogyne de su interior. Un total de

diez hembras, fueron colocadas en una gota de &cido lactico al 45% y posteriormente cada hembra
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fue cortada a la mitad para remover el contenido del cuerpo. Luego, la parte posterior de la cuticula
de cada hembra, donde se encuentra el disefio perineal, se colocé en un portaobjetos con un
cubreobjetos y se observo en un microscopio a 100X (Peraza et al. 2014). Posteriormente, se
compard la morfologia de los disefios perineales con descripciones e ilustraciones de varios autores
(Esser et al. 1976; Lopez y Dickson 1977; Taylor y Sasser 1983; Whitehead 1968) y se tomaron

fotografias en un microscopio Nikon eclipse 80i con una cAmara digital integrada a 100X.

Las medidas morfométricas de los diez juveniles Jo de Meloidogyne se realizaron tomando en
cuenta: la longitud del cuerpo, didmetro del ancho méximo del cuerpo, diametro del cuerpo a nivel
del ano, longitud del estilete, ancho de la region labial, longitud de la base de los nddulos hasta el
orificio de la glandula dorsal, distancia desde la base del estilete hasta el poro excretor, longitud
del esofago, longitud de la cola y longitud de la porcion hialina de la cola. Tanto las mediciones
como las fotografias se realizaron en un microscopio Nikon, modelo ECLIPSE 80 i y una camara
Nikon DS-Fil-L2.

Con los datos que se obtenidos de las mediciones morfométricas, se realizé un anélisis estadistico
descriptivo, en el cual se obtuvo: el promedio, la desviacion estandar y los valores maximos y

minimos.

Identificacién de la especie mediante anélisis moleculares

Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN se siguid la metodologia de Solano et al. (2013) con algunas
modificaciones. Para ello se tomaron juveniles (J2), estados aberrantes y machos aislados, los
cuales se colocaron individualmente en tubos de PCR de 0.2 ml con 47 pl de Tris-HCL (0.2M) a
pH 8.0. Posteriormente se agregaron 3 pl de proteinasa K (20 mg/ml) a cada tubo, para completar
un volumen final de 50 pul. Se colocaron los tubos en un bafio ultrasénico por 10 minutos a 60 °C.
Luego se procedi6 con otra incubacion en calor durante 30 minutos a 60 °C en un termociclador
“2720” (Applied Biosystems™) y sequidamente se agitaron en un vértex. Una vez terminado este
proceso, se colocaron las muestras en un congelador a -20 °C por 15 minutos. Pasado este tiempo

en el congelador, las muestras se incubaron de nuevo por 10 minutos a 90 °C y se agitaron en el
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vortex por segunda ocasion. Se repitio el procedimiento en el congelador a -20 °C y en el
termociclador por 10 minutos a 90 °C. Finalmente, los tubos que contenian los nematodos se
centrifugaron por 2 min a 2 000 rpm y se tomaron 45 ul de la suspension de ADN cada uno de ellos
y se transfirio a un nuevo tubo. Los nuevos tubos con el ADN de cada individuo, se almacenaron

a -20 °C para posteriores analisis.

Reaccion de la Cadena de Polimerasa (PCR)

Mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se amplificé una region entre la subunidad
Il de la citocromo oxidasa (COIl) y el gen 16S del ADN ribosomal mitocondrial (ADNmt). Se
utilizaron los imprimadores C2F3 (5-GGTCAATGTTCAGAAATTTGTGG-3") y 1108 (5'-
TACCTTTGACCAATCACGCT-3") (Power y Harris 1993).

Se realizaron reacciones de PCR de 50 ul, que contenian la siguiente mezcla de reaccion:
DreamTagq™ Master Mix (Thermo Scientific™) a una concentracion 1X, 15 pl de agua ultra pura,
cada imprimador, (forward y reverse), a 0.4 mM cada uno y 6 pl del ADN en solucion (Solano et
al. 2015). La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en un termociclador 2720 (Applied
Biosystems™). Las condiciones del perfil térmico utilizadas fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2 minutos, seguido de 40 ciclos a 94 °C por 10 segundos,
52 °C por 30 segundos, 68 °C por 2 minutos y una extension final de 72 °C durante 2 minutos
(Jeyaprakash et al. 2006).

Posteriormente, se analizaron los productos de PCR, en geles de agarosa al 1%, tefiidos con
GelRed™ (Biotium Inc.) 1X. El gel se corrié en una camara de electroforesis Thermo Scientific™
durante 90 minutos a 90 V a un amperaje constante de 250-300 mA. Luego de la electroforesis, se

evalud el gel en un transiluminador de luz ultravioleta (Solano et al. 2015; Zamora et al. 2015).

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

Con los productos resultantes del PCR, se procedio a realizar un anélisis de RFLP. Para ello, se
cortaron los productos con la enzima de restriccion Dral de Thermo Scientific™, siguiendo las

instrucciones del fabricante. Se tomo 1 ul de la enzima, 1.5 pl de buffer especifico para la enzima,
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7.5 ul de agua ultra pura y 5 pl del producto de PCR, y se incubd en un termociclador a 37 °C por
3 horas. Después de este procedimiento, se tomaron los fragmentos del PCR sin cortar y los del
RFLP y se separaron por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 2%, preparado con TBE
1X, durante 90 minutos a 90 V. Finalmente, se evaluo el gel con las bandas en el transiluminador
de luz ultravioleta (Zamora et al. 2015).

Secuenciacion de la especie M. exigua

Se tomaron 30 pl de los productos de PCR obtenidos a partir de muestras de juveniles (J2), formas
aberrantes (J3 y J4) y machos, se enviaron a purificar y secuenciar a la compafia Macrogen Inc en
Corea del Sur. Las secuencias se editaron y se ensamblaron con el programa BioEdit version 7.2.5
(Hall 1999) y se analizaron con el programa BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool
disponible en: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para comparar las secuencias analizadas con
las depositadas en GenBank® del NCBI (National Center for Biotechnology Information) y
analizar el porcentaje de similitud entre secuencias. Se analizd y compard el porcentaje de similitud
entre las secuencias previamente editadas de la poblacion de Meloidogyne en estudio, versus las
depositadas en el GenBank® del NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Posterior a los analisis de secuenciacion, para confirmar la identidad de las muestras secuenciadas,
se hicieron reacciones de PCR, con el set de imprimadores tipo SCAR, ex-D15-F (5'-
CATCCGTGCTGTAGCTGCGAG-3) y ex-D15-R (5"-CTCCGTGGGAAGAAAGACTG-3),
disefiados por Randig et al. (2002), los cuales son especificos para M. exigua.

Disefio experimental
Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, con 15 repeticiones por linea para cada

tratamiento (Figura 8). Cada repeticion fue una unidad experimental, la cual consistié de un tubete

de polietileno con dos plantas cada uno, los tratamientos fueron “Inoculacion y “Sin Inoculacion”.
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Figura 8. Diagrama del disefio experimental utilizado y ubicacion de las unidades experimentales
(tubetes con plantas) durante el periodo del ensayo.
Fuente: Elaboracion propia.

Analisis estadistico

Para evaluar el efecto de M. exigua sobre el crecimiento de las plantas (altura, didmetro del tallo,
numero de hojas), el peso fresco de las raices y el porcentaje de severidad de agallamiento por
Meloidogyne, se realiz6 un anélisis de varianza de los datos a la cosecha (fecha tres), a los 120 dias
de la inoculacion, segun la estructura factorial de tratamientos (lineas de café e inoculacion de
nematodos), mediante el procedimiento del Modelo General Lineal (GLM) de SAS® 9.4. Ademas,
para evaluar las diferencias entre niveles de los factores se realizo la prueba de Waller-Duncan.
Tambiéen se utilizé el procedimiento GenMod de SAS® 9.4 para determinar diferencias entre
tratamientos en cuanto a los datos de los conteos de huevos y juveniles de Meloidogyne
(poblaciones finales) en raiz y sustrato.

Para el Factor de Reproduccién (FR), nuevamente se realiz un analisis de varianza, mediante el

procedimiento del Modelo General Lineal (GLM) de SAS® 9.4 y nuevamente se realiz0 la prueba

de Waller-Duncan, para evaluar diferencias entre niveles.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Variables de crecimiento de las plantas de almacigo de café

De acuerdo al analisis de varianza para las variables de crecimiento (altura, didmetro y nimero de
hojas) “0” dias (cuatro meses y medio a partir de la germinacién de la semilla), a los 60 y 120 dias
después de la inoculacion, mostraron diferencias significativas (P<0.0296) entre las lineas de café
San Isidro (SI) y Caturra (CT) (testigo), tanto en las plantas del tratamiento inoculado como en las

del tratamiento no inoculado con nematodos (Cuadro 10).

Cuadro 10. Analisis de las variables de crecimiento (altura, diametro y nimero de hojas) al final
del ensayo (120 dias después de la Inoculacion n=30). San Isidro de Alajuela, 2016.

Variables de Crecimiento
Lineas de Altura (cm) Diametro (mm) Numero de Hojas

Cafe Inoculado Sin Inoculado Sin Inoculado Sin
Inocular Inocular Inocular
SI 35 12.50 A (NS) 13.58 A 2.60~ (NS 2.60 A 9.27A8 (N9 9.53 AB
S131 13.20 A (N) 13.77 A 2594 (NS) 255 A 9.1078¢ O 10.20 A
S132 12.45A (NS) 12.19 B 2564 (NS) 2.46 AB 9434 (N9 9.57 AB
S127 12.08 A (NS) 11.23 B¢ 2.59A (NS) 2.49 AB 8.70 ABC (NS) 8.90 B
SI 34 931 B O 12.34 B 2.308 (N9 239 B 821 8¢ 10.46 A
CT 727 ¢ O 10.84 ¢ 1.97¢ O 221 © 800 ¢ O 9.70 AB
Probabilidad <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0296 0.0190
Error Estandar 0.5350 0.4336 0.0658 0.0567 0.3648 0.3257

Letras iguales en cada columna indican que no hay diferencias entre variedades segln la prueba Waller-Duncan (razén k=100).
(*) y (NS) indican, en el primer caso (*), que si hubo diferencias estadisticamente significativas y (NS-no significativo)

que no hubo diferencias entre los tratamientos inoculados para cada linea (SI).
Fuente: Elaboracion propia

Altura de la planta

La altura de las plantas, es una variable muy importante a medir en ensayos donde se inocula algin
nematodo endoparéasito como el caso de Meloidogyne. Generalmente, se logra observar en periodos
cortos de tiempo (como en el caso de los cuatro meses que se mantuvo el alméacigo bajo la presién
del inoculo), si hubo un efecto sobre esta variable (altura) en las plantas inoculadas versus las
plantas sin inocular. De acuerdo con los resultados de esta investigacion, las variedades San Isidro

(SI), se diferenciaron al presentar alturas de planta entre 12.08 cm (SI127) y 12.50 cm (SI35) para
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el tratamiento inoculado y 11.23 cm (S127) y 13.77 cm (SI31) para el tratamiento sin inocular. En
el caso de la variedad Caturra (CT), es una planta de porte, lo cual se comprobd en este estudio, ya
que presento significativamente la menor altura de planta tanto en el tratamiento inoculado como
en el sin inocular (7.27 cm y 10.84 cm) respectivamente. Se tomd la decision de incluir la variedad
Caturra (CT) como testigo en el experimento, por su conocida susceptibilidad a nematodos (World
Coffee Research 2016). Al comparar la variedad Caturra (CT), se observaron reducciones de
32.9%, 10.9% y 17.5% respectivamente, en el tratamiento inoculado versus el no inoculado para
las variables altura, didmetro del tallo y nimero de hojas. EI namero de hojas del Caturra (CT) fue
significativamente menor que algunos Sarchimor cuando hubo presencia de nematodos en el
sustrato; sin embargo, cuando el suelo estuvo libre de ellos, el Caturra (CT) no se diferencio

significativamente de los Sarchimor (Cuadro 10).

Para la variable altura de la planta, en el tratamiento inoculado con nematodos, no se
determinaron diferencias significativas entre las lineas SI35 (12.5 cm), SI31 (13.20 cm), SI32
(12.45 cm) y SI27 (12.08 cm), es decir, no hubo efecto por la inoculacion de nematodos sobre esta
variable (P>0.1410), para estas lineas (Cuadro 10), (Figura 9); sin embargo, la SI34 si se diferencid
de las demas lineas San Isidro (SI) inoculadas, al presentar la menor altura dentro de la variedades
(SI) (9.31 cm). Asi mismo, la variedad Caturra (CT) (7.27 cm) utilizada como testigo, presentd
diferencias significativas con respecto a todas las lineas (Sl) y particularmente con la S134 en donde

las plantas inoculadas con M. exigua crecieron menos respecto a las no inoculadas.

Al realizar el analisis de varianza se observé una diferencia significativa (P<0.0001) de la linea
SI34 inoculada (9.31 cm) versus la SI34 no inoculada (12.34 cm) que porcentualmente
correspondié a una disminucion del 24.5% en el tratamiento inoculado para la variable altura. La
SI34 inoculada fue la mas afectada con una reduccion en el crecimiento de 32.9% con respecto a
las SI134 no inoculadas. Como era de esperar, la Caturra (CT) testigo (P<0.0001) por su alta
susceptibilidad a nematodos se notd fuertemente afectada por la inoculacién. En esta variedad, se
observo una gran cantidad de “agallas” o “nddulos” (Figura 10) y menor volumen de raices
absorbentes, asi como mayor cantidad de nematodos. Esta condicion favorece que el sistema

radical tenga menos absorcion de nutrientes y agua.

41



El parasitismo provocado por los nematodos en los sistemas radicales de las plantas de café,
dificulta la absorcién y translocacion del agua y los nutrientes que se encuentran en solucion
disponibles Salgado et al. (2008). Adicionalmente, Cepeda-Siller (1996) y Caillaud et al. (2008),
mencionan que los nematodos agalladores provocan atrofia en el funcionamiento de los reguladores
de crecimiento entre las raices y la parte aérea de las plantas, ocasionan trastornos en la respiracién
celular, alteraciones del ciclo celular, afectan la sintesis de ADN y generan modificaciones con
respecto a la sintesis de fitohormonas. Todas estas alteraciones se manifiestan debido a la
formacién de células gigantes (agallas) que generan la reduccion del crecimiento y desarrollo de
las plantas tal y como se observé en la S127, SI34 y Caturra (CT) (Figura 10). En investigaciones
realizadas por Di Vito y colaboradores (2000), encontraron en plantas de café inoculadas con M.
exigua en edades de cuatro y diez meses, una reduccién en el crecimiento de 34 y 45%
respectivamente, a diferencia de plantas sin presencia de nematodos que tuvieron un crecimiento

esperado.

En esta investigacion, se utilizé una cantidad de 2 000 entre juveniles y huevos por tubete, es decir,
7.4 Jy+huevosicm®, lo cual se considerd suficientemente alta para lograr observar qué
comportamiento presentaban las plantas de cada linea en cuanto a las variables de crecimiento
medidas. Por ejemplo, en estudios realizados por Ferreira y Crozzoli (1995), encontraron una
reduccion del crecimiento de las plantas en la etapa de alméacigo a partir de poblaciones iniciales
de 16 huevos/cm? de suelo. Asi mismo, Rojas y Salazar (2013), determinaron en una investigacion
realizada con M. exigua, en Costa Rica, que con poblaciones iniciales superiores a 32 huevos/cm?®
de sustrato de dicho nematodo, generdé una reduccion de alrededor del 20% en la altura y el
diametro del tallo en plantas de café. En el caso de este estudio, la reduccion en crecimiento en
altura con la incorporacion de 7.4 Jx+huevos/cm?® fue de 24.5% y 32.9% para los materiales SI34 y
Caturra (testigo), respectivamente, que fueron los dos tratamientos mas afectos del ensayo. Con
respecto a la reduccion grosor de tallo, este no fue tan representativo, con 4% y 10.9% en la SI34

y Caturra respectivamente.

Las lineas SI35, SI31 y SI132 inoculadas con nematodos, tuvieron mejor comportamiento con las
variables medidas, debido a la menor afectacion observada durante la evaluacion del ensayo. En el
caso de la SI35 y la S131 se consideran plantas resistentes (R), en tanto la SI32, se comport6 como

planta moderadamente resistentes (MR) a M. exigua. Plantas dentro de estos dos rangos de
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resistencia, no veran afectado su desarrollo y crecimiento normal. Segin Gelpud et al. (2011), el
crecimiento de la raiz y la parte aérea de la planta continuaran su normal desarrollo y no seran
afectados negativamente cuando presentan genotipos resistentes o0 moderadamente resistentes. Por
su parte, Safiudo y Betancourth (2005), mencionan que los materiales vegetales con capacidad de
resistencia o resistencia moderada, permiten un adecuado funcionamiento fisiolégico de los
procesos de absorcion y adsorcion de nutrientes esenciales y agua, sin que se afecte el crecimiento

de las mismas.

Diametro del tallo

En el tratamiento inoculado con nematodos, se presentd un comportamiento igual al de la variable
altura, donde las lineas SI35, S131, S132 y SI27, no difirieron entre si; sin embargo, si se observo
una diferencia (P<0.05) de la SI34 y del mismo Caturra CT (testigo). En el tratamiento sin
inoculacién con nematodos, las lineas S135 (2.60 mm), SI31 (2.55 mm), SI32 (2.46 mm), SI27
(2.49 mm), no presentaron diferencias significativas entre si y fueron la lineas con los didmetros
mas altos. En el caso de la SI32, S127 y S134 no presentaron diferencias significativas. Con respecto
al Caturra (CT), se encontraron diferencias significativas entre las SI35 y SI31 (las de mayor
diametro) y las S132, SI27 y S34 respectivamente. En general, la Caturra (CT) fue la que tuvo el

diametro més pequefio y la que difirié con el resto de lineas en el ensayo.

Ninguna linea (SI) presentd efecto por la inoculacién de nematodos (P >0.2237); no obstante, el
menor diametro lo presento la SI34 con 2.3 mm versus la SI35 con 2.6 mm (Figura 9). En el caso
de la variedad Caturra (CT) si se observo un efecto del tratamiento, con una diferencia significativa
(P<0.0003) para esta variable de las plantas inoculadas con respecto a las sin inocular. Esta
diferencia significativa corresponde a una reduccion del crecimiento de un 10.9%, con la
inoculacion de 740 J2+huevos/100 cm?® de sustrato. Segun Nifio et al. 2008, en ensayos realizados,
observaron una reduccion del 21.5% grosor del tallo en plantas de Uchuva inoculadas con 500
J2/100 cm® de sustrato de M. hapla en comparacion con el tratamiento testigo sin inocular, que fue

el que presentd el mayor grosor del tallo.
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Numero de hojas

En la variable nimero de hojas para el tratamiento inoculado, la SI32 fue la que tuvo el valor mas
alto (P<0.05), difiriendo con respecto a la SI34. Dicha diferencia fue de 12.9% menos de hojas
para la SI34. Ademas, se observé que hubo una diferencia significativa entre la SI32 con respecto
a la CT (testigo), con reduccion en cantidad de hojas para esta ultima de 15%. Las plantas del
tratamiento sin inoculacion de nematodos de las lineas SI134 y SI31 tuvieron la mayor cantidad de
hojas (mas de 10), difiriendo significativamente (P<0.05), solo de la SI127 que tuvo menos de nueve
hojas por planta, con reducciones en cantidad de hojas de la SI27 versus S134 de (14.9%) y SI127
versus S131 (12.7%).

Adicionalmente, se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para las lineas SI31
(P<0.0288), S134 (P<0.0001) y Caturra (CT) (P<0.0012). Esta disminucién representé un 11% en
la SI31 (P=0.0288), un 21.5% en la SI34 (P=0.0001) y un 17.5% para la Caturra (CT). En las otras
lineas SI35 (9.27 hojas), SI32 (9.43 hojas) y SI127 (8.70 hojas) no hubo efecto en la adicion de
nematodos para esta variable (P>0.5888) (Figura 9).

La reduccién en la cantidad de hojas, que se presentd para la variedad Caturra CT (testigo) del
tratamiento “inoculado” con respecto al tratamiento “sin inocular”, fue similar al que se observé
en la linea SI34. Tanto la Caturra (CT) y SI34, fueron los tratamientos mas susceptibles con
pérdidas en la cantidad de hojas por presencia de nematodos. La defoliacién en la etapa de vivero
es un sintoma que se presenta muy frecuentemente cuando los suelos utilizados para elaborar los
almacigos, presentan altas poblaciones de nematodos fitoparasitos que posteriormente parasitaran
las plantulas (Araya 1994; Hussey y Williamson 1998). Asimismo, estos autores mencionan que
tanto los viveros como plantaciones de café con poblaciones elevadas de Meloidogyne, pueden

manifestar clorosis, raquitismo, enanismo y defoliacidn, entre otros.
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Figura 9. Plantas de café en los tubetes a los 120 dias después de la inoculacion. Plantas de la izquierda de cada fotografia corresponden
al tratamiento inoculado y en el tubete de la izquierda la planta sin inocular con los nematodos Meloidogyne exigua. La A. son las plantas
de la linea SI35, la B. son las plantas SI31, la C. son de la linea SI32, las plantas de la D. son de la SI27, las de la E. son las plantas de
la SI34 y la F. son las plantas de la variedad Caturra (testigo).

Fuente: Elaboracion propia.
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Indice de Agallamiento Radical (IAR)

El 1AR se clasifico en cinco grupos, dependiendo del porcentaje de agallamiento (%A)
observado en el sistema radical de cada una de las plantas de las lineas San Isidro (SI) y Caturra
(CT). Para el caso de la linea SI35, el 93% (14 de 15 plantas) presentaron sistemas radicales
dentro del G-1, es decir, plantas con porcentajes de agallamiento (%A) radical poco o casi nulo.
Estas plantas se clasificaron dentro de la categoria de planta resistente (R), con raices
practicamente libres de agallas o nédulos (Figura 10-A). En la linea SI131, el 73% (11 de 15
plantas) presentaron sistemas radicales dentro del G-1 (entre 1-10% de agallamiento) con (%A)
radical bajos, 2 plantas (13%) dentro del G-2 con (%A) del 11-25%, vy las 2 restantes plantas
(13%), dentro del “G-3”, con (%A) que va entre 26 al 50% (Cuadro 11).

En el sistema radical de las plantas de la linea S132, el 80% (12 de 15 plantas) se ubicaron
dentro del G-1, con severidad menor al 10% de agallamiento y tan solo tres plantas dentro del
G-3 (Cuadro 11) (Figura 10-C). EI comportamiento que presento la linea SI27 fue muy variado,
el 33% (5 de 15 plantas) se ubicaron dentro del G-1, el 20% (tres plantas) correspondieron a los
grupos G-2 y G-3 respectivamente. Posteriormente, el 13% (dos plantas) se ubicaron dentro de
los grupos G-4 con (%A) del 57-75% y G-5 con (%A) del 76 al 100% (Cuadro 11).

Finalmente, la linea SI34 tuvo un comportamiento muy similar al Caturra (CT), donde se
encontraron una mayor cantidad de plantas con (%A) que van del 26 al 100%. En el caso de la
S134, el 7% (una planta) se hall6 dentro del G-1 y G-2 respectivamente. Un total de tres plantas
(20%) se ubicaron dentro del G-3, cuatro plantas (26%) dentro de G4 y seis plantas (40%)
dentro del G-5 (Figura 10-E). Con respecto a la Caturra (CT), no se encontrd ninguna planta en
el G-1. Asi mismo, el 7% (una planta) se ubicé en el G-2, tres plantas (20%) dentro del G-3,
cinco plantas (33%) dentro del G-4 y seis plantas (40%) dentro del G-5 (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Contingencias para indice de Agallamiento Radical (IAR) para las lineas San Isidro
(SI) y Caturra (CT). San Isidro de Alajuela, 2016.

*A R A R A R A R A R
n=15 (%) n=15 (%) n=15 (%) n=15 (%) n=15 (%)

SI35 14 93 0 0 1 7 0 0 0 0
SI31 11 73 2 13 2 13 0 0 0 0
S132 12 80 0 0 3 20 0 0 0 0
S127 5 33 3 20 3 20 2 13 2 13
S134 1 7 1 7 3 20 4 26 6 40

CT 0 0 1 7 3 20 5 33 6 40

*A: Absoluta, R: Relativa.
Fuente: Elaboracidn propia.

De acuerdo con Taylor y Sasser (1983), existe una correlacion entre la formacién de agallas por
nematodos noduladores del género Meloidogyne y la disminucion del crecimiento de la parte
aérea de la planta. En el ensayo, se observo que la SI34 y la Caturra (CT), fueron las lineas que
presentaron mayor incidencia y severidad de agalladas, por lo tanto, también presentaron el
menor crecimiento por la adicion de la poblacion de M. exigua durante el experimento.

La formacion de agallas en los sistemas radicales debido a la presencia de Meloidogyne, genera
que las raices de las plantas sufran de alteraciones celulares con formacion de células gigantes,
que afectan las funciones primordiales como la absorcion de agua y nutrientes. Este estado de
la planta a su vez, repercute de forma negativa en el funcionamiento adecuado tal y como se
observo en la SI34 y Caturra (CT), con reducciones significativas en el crecimiento al ser
susceptibles al nematodo Meloidogyne. Taylor y Sasser (1983); Kirkpatrick et al. (1991),
confirmaron en sus investigaciones que, las plantas hospederas de nematodos fitoparasitos
endoparasitos como es el caso de Meloidogyne, sufren cambios morfoldgicos debido a la
formacion de agallas o nodulaciones. Las agallas provocan en el sistema radicular la ruptura los
elementos vasculares y la deformacion de las raices, lo que interrumpe el flujo normal del agua
y nutrientes. Ademas, inducen a la planta a varias sintomatologias entre ellas, la falta de
crecimiento, aparicion de deficiencias nutricionales, heterogeneidad de plantas en el campo y

marchitez en los dias calurosos.
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Para que un fitonematodo exprese su potencial patogénico y pueda finalizar su ciclo de vida
con normalidad, necesita que condiciones de temperatura, humedad relativa y la textura del
suelo (preferiblemente arenoso) sean idoneas, para permitir el desplazamiento entre los
espacios porosos. Adicionalmente, también hay que tomar en cuenta, el tipo de hospedero, la
capacidad de dafio que puede ocasionar al sistema radical y su posible formacion de agallas,

que finalmente, afectaran las funciones de las raices.

De acuerdo con Cepeda-Siller (1996); Sharma et al. (2006), la versatilidad sobre la capacidad
de tolerancia que tienen algunas plantas a nematodos, esta generalmente influenciada por las
condiciones de temperatura, humedad, textura de suelo y principalmente por el tipo de
hospedero. En esta investigacion, se homogenizo el tipo de sustrato para todas las lineas asi
como las condiciones climaticas; sin embargo, se presentaron diferencias significativas en
cuanto al IAR, lo que obedece principalmente al genotipo de cada planta y a su capacidad de

reprimir, retardar o evitar el efecto de M. exigua.

Las cinco lineas San Isidro (SI) utilizadas son del mismo patrén, derivadas del “Sarchimor
T5296”, tres de ellas (SI35, SI31 y SI32) presentaron un comportamiento de resistente (R) a
moderadamente resistente (MR), la linea SI27 mostr6 un comportamiento moderadamente
susceptible (MS) y finalmente la SI34, se comporté como material susceptible (S). Sobre este
tema, Davis y May (2003) concluyeron que, el grado de tolerancia de los cultivares con indices
de agallamiento y niveles de resistencia similares no siempre se comportan igual de una linea a
otra, ya que habrén algunas lineas susceptibles derivadas de un mismo patron genético. Ejemplo
de ello es la condicion de moderadamente susceptible de la SI127 y susceptible de la SI34, en
donde el sistema radical de esta ultima, fue el que presentd el mayor agallamiento de las lineas

estudiadas (Figura 10).

El comportamiento de resistencia que presentaron las lineas SI35, SI31 y SI132, se debid quizas
a una respuesta de defensa con la activacion de los genes o mecanismos que confieren la
capacidad de resistencia ante nematodos fitoparasitos, no asi las lineas SI27 y SI34
respectivamente. Camacho (1991); Sandoval y Lomas (2007) indican que si hay ausencia en la
expresion de los mecanismos de respuesta en defensa de las raices, estos determinan en gran
medida que haya abundantes sitios de alimentacion para el nematodo. Adicionalmente, estos
autores mencionan que, esta circunstancia favorece un elevado nimero y tamafio de agallas,

que se manifiesta en una infeccion radical elevada. En caso contrario, si se da la activacion y
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respuesta de estos mecanismos de defensa por parte de la planta, ocasionan una alteracion sobre
las condiciones de supervivencia y desarrollo del nematodo en su estado parasitico. Esta
situacion impide al nematodo completar su ciclo de reproductivo con la disminucién de los
sitios de alimentacion, la escasa formacion de agallas y finalmente, una baja escala de infeccion

radical.

Porcentaje de severidad

El porcentaje de severidad, reflejé qué tan agallado se encontrd el sistema radical en cada una
de las lineas San Isidro (SI). En el caso de la linea SI35 (la menos agallada) fue de un 5.3% con
un comportamiento de reaccion del genotipo como resistente (R) a nematodos (Cuadro 12). Al
observar el sistema radical de la linea SI35, se encontré Unicamente unas pocas agallas o
nodulaciones en las plantas inoculadas (Figura 10-A).

Mismo comportamiento Resistente (R), para la linea S131, que present6 en promedio un 10.5%
de afectacion, por lo que se encuentra dentro del rango de resistente. En lo que respecta a la
linea SI32, mostré un porcentaje de agallamiento de 11.2%, por lo que se categorizé como
moderadamente resistentes (MR) a nematodos. De acuerdo con la prueba de Waller-Duncan, la
SI35, SI31 y S132 no mostraron diferencias significativas ente si (P>0.05) siendo la SI135 la

mejor.

La linea SI27 mostré un porcentaje de severidad de 31.6% lo que indicé que es una planta
moderadamente susceptible (MS) (Cuadro 12) (Figura 10-D). Finalmente, las lineas SI34 y
Caturra (CT), presentaron un porcentaje de severidad de 59.9% y 66.4% respectivamente.
Ambeas lineas, la SI134 y Caturra (CT) no presentaron diferencias significativas entre si (P>0.05)
y se agruparon de acuerdo con la reaccion de genotipo, como plantas susceptibles (S) al
nematodo M. exigua (Cuadro 12). Tanto la linea SI34 y Caturra (CT), mostraron un alto

porcentaje de agallamiento radical (Figura 10 E-F).
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Cuadro 12. Porcentajes de severidad por cada linea para el indices de Agallamiento Radical
(IAR), mediante el uso de la escala planteada por Safiudo et al. (2003). San Isidro de Alajuela,

2016.

SI135 53°¢ Resistente (R)

SI31 105 € Resistente (R)

SI32 11.2°¢ Moderadamente resistente (MR)

SI27 3168 Moderadamente susceptible (MS)

S134 59.9 A Susceptible (S)

CT 66.4 A Susceptible (S)
Probabilidad <0.0001

Letras iguales en cada columna indican que no hay diferencias estadisticamente significativas entre lineas segin
la prueba Waller-Duncan (razéon k=100).

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 10. Sistemas radicales de plantas de café de las lineas San Isidro (SI) y Caturra (CT), a
los 120 dias después de la inoculacion con M. exigua. A. SI35, B. SI31, C. S132, D. SI127. E.
SI34, F. Caturra (CT)-testigo. San Isidro de Alajuela. 2016.

Fuente: elaboracion propia.

51



Variable peso fresco del sistema radical

El peso fresco del sistema radical presento diferencias significativas entre las lineas San Isidro
(SI) y la Caturra (CT) (Testigo). Los pesos mas altos se observaron en las lineas SI127 y S132
con 6.1y 5.8 g respectivamente (Cuadro 13). De acuerdo con Waller-Duncan, no se encontraron
diferencias significativas (P>0.05) entre ambas lineas (SI27 y SI32). En el caso de las lineas
SI31 y SI34 mostraron pesos de 5.0 y 4.9 g, sin mostrar diferencias significativas entre ellas, ni
con las lineas SI127 y SI32 (P>0.05) (Cuadro 13). La linea SI35 presentd un peso de 4.4 g
mostrando una diferencia significativa (P<0.05) con las lineas S132 y S127, no asi (P>0.05) con
la SI31 y S134. Finalmente, la Caturra (CT), tuvo un peso de 2.6 g, el cual fue el mas bajo de
todos y difirié con todas las San Isidro (SI) (Cuadro 13).

Cuadro 13. Pesos frescos (g) de los sistemas radicales de cada linea San Isidro (SI) y Caturra
(CT). San Isidro de Alajuela, 2016.

Lineas Peso raiz (g)
S135 44 B
SI31 5.0 AB
S132 58 A
S127 6.1 A
S134 4.9 AB
CT 26 €
Probabilidad <0.0001

Letras iguales en cada columna indican que no hay diferencias estadisticamente significativas entre lineas segun
la prueba Waller-Duncan (razén k=100).

Fuente: Elaboracion propia

La variable peso radical fresco, es un poco engafiosa, ya que no precisamente una planta por
registrar el mayor peso del sistema radical es la mejor adaptada al atague de nematodos, sino
que por el contario, pesos radicales altos en muchas ocasiones, indican una mayor cantidad de
agallas (por su volumen y peso). Es importante sefialar que al momento de finalizar el ensayo,
ningun sistema radical del total de las plantas utilizadas en el ensayo, presentaban podricién,
condicion que hubiera hecho que se registraran menores pesos radicales en aquellas lineas que

resultaron ser susceptibles como la SI34 y Caturra (CT).

La linea SI35 que resultd ser resistente (R), fue la que registr6 menor peso radical y la linea
SI27 moderadamente susceptible (MS) tuvo el mayor peso radical. Estos resultados concuerdan
con estudios realizados por Rojas y Salazar (2013), donde indican que el peso fresco de los
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sistemas radicales tiende a ser mayor para aquellas plantas que cuentan con las mayores
densidades de nematodos en sus raices. Ademas menciona que, el agallamiento radical puede
estar relacionado con el comportamiento de mayor peso de las raices. Datos similares fueron
confirmados por Barker y Olthof (1976), en donde encontraron que la produccién de nddulos
en las raices como respuesta al ataque por Meloidogyne, generé mayores pesos de las raices que

resultaron ser infectadas por nematodos.

Las lineas poco afectadas por los nematodos inoculados (SI35, SI31 y S132) presentaron gran
cantidad de raicillas secundarias que son principalmente absorbentes de agua y nutrientes
(Figura 10-A, B y C). En cambio, en las lineas (SI27 y SI134) que mostraron gran cantidad de
agallas, tenian pocas raices secundarias (Figura 10-E y F). Estos resultados muestran similitud
con los de Leguizamoén (1997), al indicar que los nematodos fitoparasitos principalmente los
del genero Meloidogyne, tienden a ocasionar reducciones en la produccidn de raices secundarias

y absorbentes, que son las méas importantes en las plantas.

Respecto de los sistemas radicales en etapa de alméacigo, en las lineas susceptibles a la infeccion
por nematodos, se producen dafos irreversibles en periodos cortos de tiempo (tres o cuatro
meses). Adicionalmente, la linea SI35 a diferencia de las demas San Isidro (SI) y la variedad
Caturra (CT), no tuvo la necesidad fisioldgica de destinar muchos recursos a la produccién de
raices, aungue el suministro de nutrientes fue el adecuado, sino que por el contrario, quizas

apuntd mas en destinar esos recursos a la produccion de biomasa aérea.

Sobre este mismo tema, Gelpud et al. 2011 demostraron que, genotipos considerados
susceptibles (S) y altamente susceptibles (AS), tuvieron menores pesos frescos de raiz, que
aquellos genotipos resistentes (R) o moderadamente resistentes (MR), con relacion al
porcentaje de agallamiento (%A). Complementariamente, Taylor y Sasser (1983) y El-Sherif et
al. (2007) sefialan que las raices infestadas con Meloidogyne spp. son de menor tamafio que las
raices sanas, existe menos presencia de raices laterales y pelos radicales, lo que ocasiona una
reduccion del peso radical. No obstante, en esta investigacion se observo que la linea SI35 a
pesar de ser tener el mejor comportamiento en todas las variables tanto morfoldgicas como con
respecto al agallamiento y conteo de nematodos, present6 el menor peso radical con 4.4 g. Este
comportamiento se podria atribuir quizas a que las plantas de este tratamiento, utilizaron
eficientemente los recursos de nutricion de la planta y no tuvieron la necesidad fisiolégica de

destinar una cantidad considerable de energia en la produccion de raices sino mas bien en la
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produccion de follaje. De acuerdo con Brouwer (1962); Boot y Mensink (1990), concluyeron
que, cuando una planta recibe un suministro importante de nutrientes los cuales pueden estar
totalmente disponibles para ella, la cantidad de biomasa destinada a raices es menor; sin
embargo, si recibe pocos nutrientes, hay una importante biomasa reservada para el sistema

radical.

Analisis del conteo de nematodos

Se encontraron diferencias significativas (P<0.0004) en la cantidad de juveniles tanto en raiz,
como en sustrato para los tratamientos inoculados con M. exigua. En el caso del conteo de
huevos, se presentaron diferencias significativas (P<0.0001) con respecto a los huevos extraidos
de raiz, en cambio, para los huevos extraidos del sustrato no se presentd una diferencia
significativa (P>0.2798).

Las lineas SI31, SI35 y SI32, presentaron los promedios de conteo méas bajos de huevos y
juveniles en raiz y sustrato. Por ejemplo, en la SI31 se contabilizaron en promedio en raiz 147.7
juveniles 'y 697.5 huevos, mientras que en sustrato, 3.20 juveniles y 2.47 huevos. En la SI35, se
observaron un total de 167.8 juveniles y 608.5 huevos en raiz y 1.07 juveniles y 2.53 huevos en
sustrato. En la SI32 se determinaron en promedio 271.9 juveniles y 1 162.1 huevos en raiz,

entre tanto en el sustrato se encontraron 1.27 juveniles y 2.47 huevos.

En los materiales SI31, SI35 y SI32, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre si (P>0.05); sin embargo, si se encontraron diferencias (P<0.05) con las
lineas S127 y SI134 (Cuadro 14). En el caso de la SI32 no hubo diferencias significativas con
respecto al Caturra (CT) testigo; no obstante, en la SI32 se contabilizaron en raiz 54% y 33%

menos juveniles y huevos respectivamente en comparacion con el testigo.

La SI35 fue la que toleré mejor la inoculacion de M. exigua y al compararla con el Caturra (CT)
testigo, presentd un 72% y 65% menos de juveniles y huevos respectivamente, por lo que si
hubo una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05), entre ésta y el testigo. La linea
SI31 present6 valores muy cercanos a la mejor linea (SI135) con respecto a los conteos de
juveniles y huevos en raiz; por lo tanto, no se encontraron diferencias significativas entre si, no
asi con el tratamiento Caturra (CT) testigo, con 75% menos juveniles y 60% menos huevos en
la SI31, en donde si se presento diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).
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Las lineas SI27 y SI34 fueron las que presentaron en promedio, el mayor nimero de nematodos
y huevos tanto en raiz como en sustrato y no presentaron diferencias entre si (Cuadro 14). No
obstante, la lineas S127 no difirié de la Caturra (CT) testigo, pero si se observo una diferencia
significativa (P<0.05) con las lineas SI35, SI31 y S132. La linea SI27 y S134 tuvieron 58% y

143% mas juveniles y 79% y 149% mas huevos en promedio que la Caturra (CT) testigo.

La S134 (tratamiento que tuvo mayor cantidad de huevos y nematodos) si presenté diferencias
significativas (P<0.05) en raiz para juveniles, con respecto a la Caturra (CT) al contabilizar 844
juveniles de méas. Con relacién al promedio del conteo de huevos en raiz, la diferencia no fue
estadisticamente significativa (P>0.05) con la Caturra (CT), aun asi present6 2 602 huevos de
maés que el testigo (CT) (Cuadro 14).

Cuadro 14. Promedio del conteo de huevos y juveniles en raiz y sustrato para cada una de las
lineas San Isidro (SI) y Caturra (CT) (Testigo). San Isidro de Alajuela, 2016.

L Raiz Sustrato
IS Juveniles| Huevos [ Juveniles| Huevos
S135 167.8 A 608.54 1.07 A 2.53
S131 147.7 A 697.5 A 3.20B 2.47
S132 271948 1162.1 A8 1.27A 2.47
S127 934.9°¢P 3112.1 ¢ 3.67°8 4.40
S134 1436.3° 43432 € 5.27°B 3.47
CT 592.3B¢ 17408 B¢  2.80° 2.27

Probabilidad <0.0001 <0.0001 0.0004 0.2798

Error Estandar 0.3209 0.2757 0.2521 0.2496

Letras iguales en cada columna indican que no hay diferencias estadisticamente significativas entre lineas segin
la prueba Waller-Duncan (razon k=100).

Fuente: Elaboracion propia

Segun la categorizacion de Safiudo et al. (2003), las lineas SI35 y SI131 resultaron ser resistentes,
mientras tanto, la linea SI32 se categoriz6 como moderadamente resistente, de acuerdo con la
clasificacion del IAR. Con relacion a los conteos de nematodos, las lineas (S135, SI31 y S132),
permitieron poca reproduccion y multiplicacion de M. exigua, ubicandose dentro de la escala
de resistentes (R), con menores tasas de reproduccién en comparacion con el Caturra (CT)
testigo, que fue susceptible, segun el criterio de clasificacion de Oostembrink (1966). Estos
resultados concuerdan con los publicados por Cook y Evans (1987), quienes mencionan que
una planta resistente (R) es aquella en la que un nematodo se reproduce en porcentajes muy
bajos, mientras tanto, una planta susceptible (S) permite la reproduccién relativamente alta.
Estos dos términos, son el resultado del efecto que ejerce la planta sobre la capacidad
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reproductiva de los nematodos fitoparasitos. Por lo tanto, dentro de la terminologia propuesta
por Cook y Evans (1987) y la clasificacién de Oostenbrink, las lineas SI135, SI31 y SI32 son
lineas resistentes (R), mientras tanto las S127 y S134, son lineas susceptibles (S) (Cuadro 15).

Segun Garcia (2012), el dafio que se puede observar en raiz es proporcional a la cantidad de
nematodos encontrados, es decir, es de esperar que un sistema radical que presente una
destruccion general y gran cantidad de agallas, presenten mayores densidades poblacionales de
nematodos de los géneros Helicotylenchus y Meloidogyne en estadio infectivo (J2), este Gltimo

nematodo, evaluado en este ensayo.

Entre mas alto fue el porcentaje de infeccion de la variable AR encontrado para cada material
vegetal, mayor fue la severidad de afectacion de agallas en los sistemas radicales y esto se
correlaciona con las poblaciones de nematodos contabilizadas en raiz. En este sentido y de
acuerdo con los resultados obtenidos, las lineas SI27 y SI134, mas la Caturra (CT) testigo, fueron
las méas afectadas por los nematodos inoculados, con IAR generalmente mayores al 25% de
afectacion y en categorias de “moderadamente susceptible (MS)” y “susceptible (S)”
respectivamente. En el caso de los conteos de juveniles estos fueron superiores a 500 individuos

en ambas lineas (S127 y SI34), en menos de 10 g de raiz.

Como lo indican Taylor y Sasser (1983), cuando una planta hospedera presenta una categoria
de resistente a moderadamente resistente, las agallas provocadas por el ingreso de J» tienden a
ser mas reducidas que en plantas susceptibles; por consiguiente, se da la formacion de una
pequefia proporcién de células gigantes que finalmente, determinaran la cantidad de estadios
infectivos que logren su desarrollo hasta la fase adulta. Sobre este mismo tema, Sharma et al.
(2006), concuerdan en que las lineas con capacidad de resistencia (R) y moderadamente
resistentes (MR) son aln mas valiosas, si tienen la posibilidad de reducir la reproduccion del
nematodo en forma positiva en suelo o en el sustrato donde se encuentre. De acuerdo a lo que
se observé en el ensayo con las S135, SI31 y SI132, estos tratamientos resultaron ser resistentes
(R) y moderadamente resistentes (MR), por lo tanto, no hubo afinidad de las plantas de las
lineas San Isidro (SI) con el nematodo M. exigua que se inocul6 en el ensayo. Los conteos de
nematodos y huevos en los sistemas radicales al final del estudio, fueron menores en estas lineas
(SI35, SI31 y SI32), debido quizas al factor de menor tasa de penetracion y multiplicacion,

aunado a su capacidad de tolerancia.
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La densidad poblacional de nematodos encontrada en raiz en las lineas que mostraron
susceptibilidad (S127 y SI34), fue de 934, en 6.1 g y 1 436 en 4.9 g respectivamente. Ambas
lineas fueron clasificadas de acuerdo con Oostenbrink, como moderadamente susceptible (MS)
(SI27) y susceptible (S) (S134). De acuerdo con lo que se observé en el ensayo, ambas lineas
presentaron altas tasas de reproduccion y un exitoso desarrollo de los nematodos inoculados.
Segun Taylor y Sasser (1983), aunque las plantas hospederas presenten diferentes grados de
susceptibilidad ante un nematodo fitoparasito (en este caso Meloidogyne), se debe prestar
mucha atencién a aquellas lineas que tengan categorias de susceptibilidad alta y moderada.
Estas lineas favorecen la penetracion y reproduccién del nematodo, con densidades

poblacionales de huevos y juveniles elevadas.

Por otra parte, existe la posibilidad de que la planta ante la presencia de algun fitonematodo en
el sistema radical, active las sefiales de reconocimiento del agente patégeno. De acuerdo con
Sharma et al. (2006), entre mas crece el nivel de resistencia de una planta, mas aumenta el nivel
de tolerancia de ésta al patdgeno (en este caso a los nematodos). La relacion directa que presenta
una planta entre la resistencia y tolerancia, se considera equivalente al dafio que causa la
densidad poblacional de los nematodos en el suelo o el sustrato del cultivo. Por lo tanto, las
plantas de las lineas SI35, SI31 y S132 (resistentes segun la clasificacién de Oostenbrink para
factor de reproduccion), probablemente realizaron un reconocimiento ante la presencia de los
nematodos inoculados. Caso contrario sucedio con las plantas de las lineas SI127 y S134, las
cuales no presentaron ese comportamiento de resistencia y tolerancia ante el ataque de M.

exigua a sus sistemas radicales.

En esta investigacion se calcularon las variables del IAR y la poblacion final de nematodos
tanto de juveniles como huevos (Cuadro 15). En el caso del IAR brinda un panorama general
de la capacidad de tolerancia o susceptibilidad que tienen las plantas de una linea ante el ataque
del nematodo agallador, como M. exigua. En el caso del conteo de huevos y juveniles en cada
una de las plantas y sustrato, se realizd con el fin de hacer la investigacion mas detallada, para
determinar la capacidad de reproduccion de los nematodos en cada una de las lineas utilizadas
en el ensayo. Ambas mediciones (IAR y los conteos de juveniles y huevos), son las mas
adecuadas en este tipo de ensayos. Segun Sharma et al. (2006), aungue dos lineas tengan un
comportamiento muy similar con respecto al [AR, la poblacion de nematodos que se encuentra

en cada una de éstas lineas, puede ser variable. Asi mismo, el conteo de las poblaciones es una
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variable mas detallada y la cantidad de nematodos presentes en los sistemas radicales, esta mas

ligada con la supresion del crecimiento tanto en las raices como en la parte area de las plantas.

Factor de Reproduccién (FR)

Segun el andlisis de Waller-Duncan, para la variable factor de reproduccion, se presentaron
diferencias significativas (P<0.0010), entre las lineas San Isidro (SI). En el caso de las lineas
San Isidro (SI) y Caturra (CT) testigo, no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) en
cuanto al indice de Agallamiento Radical (IAR). Las lineas SI35, SI31 y SI32 (resistentes),
difirieron significativamente (P<0.05) de la SI34 (susceptible), pero sin diferir (P>0.05) ni de
la SI127, ni del mismo Caturra (testigo) (Cuadro 15).

Cuadro 15. Factor de reproduccion del nematodo Meloidogyne exigua, en el tratamiento
“inoculado” a las plantas de café en etapa de almacigo, San Isidro de Alajuela.

Clasificacion segun Oostenbrink
. Factor de
Lineas Reproduccion Factor de Respuesta de los
Reproduccion Genotipos
SI35 0.39 A
S131 0.42 A FR <1 Resistentes
S132 0.72 A
SI27 2.02 AB
S134 2.89 B FR >1 Susceptibles
CT 1.17 A8

Probabilidad <.0010
Letras iguales en cada columna indican que no hay diferencias estadisticamente significativas entre lineas segin
la prueba Waller-Duncan (razon k=100).

Fuente: Elaboracion propia

Segun este Factor de Reproduccion (FR) propuesto por Oostenbrink, nuevamente las lineas que
presentaron mejor comportamiento y en este caso de resistencia ante la inoculacién de M.
exigua, fueron las lineas S135 (0.39), SI31 (0.42) y la S132 (0.72). Estas lineas tuvieron un FR
menor a 1, lo cual indica que los nematodos no tuvieron la capacidad de ingresar o reproducirse
en las raices (Cuadro 15). Mientras tanto, las lineas SI27 (2.02) y S134 (2.89) presentaron FR
superiores a 2, lo que demuestra que son lineas susceptibles a la inoculacion de M. exigua.
Finalmente el Caturra (CT) testigo, utilizado asi por su susceptibilidad a nematodos, se
comportd como esperaba y al final del ensayo present6 un FR de 1.17, lo que lo hace vulnerable

al atague de nematodos endoparasitos migratorios como Meloidogyne.

58



Anélisis morfoldgicos y morfométricos para la identificacion de la poblacidon de M. exigua.

Para la correcta identificacion de la poblacion de nematodos del género Meloidogyne utilizada
en el ensayo, se recurrio al analisis morfolédgico (disefios perineales) y morfométrico. En lo que
respecta a los disefios perineales, se estudiaron y analizaron al menos diez cortes perineales de
hembras ovigeras. Los patrones perineales se caracterizaron por presentar en su mayoria, una
forma redondeado a oval, con un arco dorsal claramente bajo, estriado y liso (Figura 11). Asi
mismo, fue posible observar estrias ampliamente espaciadas y gruesas. Es importante
mencionar que, algunos de los disefios perineales mostraron algunas variaciones

intraespecificas que son comunes para una misma especie.

Figura 11. Disefios perineales de hembras de M. exigua extraidas de agallas de raices de café.
CICAFE, San Pedro de Barva, Heredia. 2016.

Fuente: elaboracion propia

Identificar especies de Meloidogyne Unicamente mediante disefios perineales es complejo,
debido a que hay muchas variaciones intraespecificas (Xu et al. 2004). Ademas, los disefios

perineales pueden tornarse similares entre algunas especies de éste amplio género (Brito et al.
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2004), lo que podria inducir a error en la identificacion, es por eso que es necesario el uso de

mas técnicas de identificacion.

El andlisis morfométrico de diez juveniles (J2) junto con las descripciones y comparaciones de
Lordello y Zamith 1958 y Whitehead 1968, permitieron la correcta identificacion de M. exigua
(Cuadro 16 y Figura 12). El valor promedio de la longitud del cuerpo para los diez juveniles
medidos, fue de 357.4 um, encontrandose dentro del rango de la descripcion original para la

especie M. exigua (333.5-358 um).

En cuanto a los valores de la longitud de la cola (Lc) (44.8 um) y la longitud del es6fago (Le)
(80.7 pum) descritos por Whitehead 1968 y Lordello y Zamith 1958, fueron similares a los
encontrados en este estudio para la especie M. exigua, cola (Lc¢) (44 um) y la longitud del
esofago (Le) (80.3 um) respectivamente. Por otra parte, el valor promedio de la longitud del
estilete (E) de la poblacion en estudio fue (11.9 pum) versus (9.9 um) a partir de la figura de
Lordello y Zamith 1958, lo que hace que la poblacion utilizada de San Pedro de Barva, tenga
un estilete mas largo (Cuadro 16). Es importante mencionar que aunque se encuentren valores
promedios diferentes, como fue el caso de la longitud del estilete (E), o la distancia desde la
base del estilete hasta el poro excretor (0), todas ellas, se encuentran dentro del rango que se

reporta para la especie.

Cuadro 16. Medidas morfométricas de juveniles (J2) de una poblacién de M. exigua
proveniente de plantas de café de la finca del CICAFE. San Pedro de Barva, Heredia, 2016.

L 357.4+17.84 (329.5-380.4)2 345.7 (333.5-358)
MBW 14.4+0.82 (13.2-15.3) 14.5 (13.7-15.3)
ABW 9.2+0.62 (8.1-10.4) 8.4 (7.7-9.2)

E 11.9+0.64 (11.2-13.1) 9.9 (8.6-11.4)**
LRW 4.7+0.12 (4.5-5.0) 4.4*
DGO 3.6+0.31 (3.3-4.1) 3.2 (2.5-4.1)**

0 61.5+3.29 (56.9-66.2) 45*

Le 80.7+6.11 (73.2-91.2) 80.3 (78-82.6)
Lc 44.8+1.59 (42.4-46.8) 44 (39-50)**
Porcion hialina 12.2+1.11 (10.3-13.6) 11.1*

a 24.8+1.31 (21.5-26.0) 24.1 (22.2-26)

b 4.5+0.48 (3.8-5.1) 4.3 (4.2-4.4)

C 8.0+0.47 (7.4-8.9) 7.5(7.3-7.8)

c’ 4.9+0.30 (4.5-5.3) 5.1 (4.3-6)**
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2 Promedio + desviacion estandar (rango).

n= nimero de especimenes medidos.

* Medidas tomadas a partir de las figuras de Lordello y Zamith 1958.

** Medidas tomadas de Whitehead 1968.

L: longitud del cuerpo. MBW: didmetro del ancho méximo del cuerpo. ABW: didmetro del cuerpo a nivel del
ano. E: longitud del estilete. LRW: ancho de la region labial. DGO: longitud de la base de los nddulos hasta el
orificio de la glandula dorsal. o: distancia desde la base del estilete hasta el poro excretor. Le: Longitud del
es6fago. Lc: Longitud de la cola. a: (L/IMBW). b: (L/Le). c: (L/Lc). ¢”: (Lc/ABW).

Fuente: Elaboracion propia

Figura 12. Fotomicrografias de la poblacion de M. exigua identificada en una plantacion de
café. Ay B. Region anterior de juveniles 0 Jo. C y D. Region posterior de Jo. E y F. Region
anterior y posterior de un macho. G. Forma aberrante (Js). H. Juvenil completo de M. exigua.
San Pedro de Barva, Heredia, 2016. Escala: A-F= 20 um, G y H=30 pm.

Fuente: elaboracion propia.

Con facilidad, se puede incurrir en errores al diagnosticar una especie tnicamente con el uso de
un criterio, ademas, si en ese género existen muchas especies, la equivocacién tiende a
aumentar. Sobre este tema, Castillo (2014) menciona que la identificacion a nivel de especies
es muy dificultosa debido a una serie de factores entre los cuales esta, la existencia y al namero
de especies desconocidas, el creciente nimero de especies descritas, a la morfometria que es
muy variable y por ultimo, a la variacion intraespecifica. Todos estos factores dificultan definir

los limites interespecificos. Asi mismo, Solano et al. (2015), menciona que en Costa Rica, la
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identificacién de nematodos del género Meloidogyne y otros fitonematodos de importancia
agricola, se realiza usualmente a nivel de género debido a la complejidad morfoldgica, a la alta

inversion de tiempo y al escaso equipo humado capacitado.

Identificacién de M. exigua mediante analisis moleculares

A pesar de que la mayoria de los disefios perineales y las medidas obtenidas de la poblacion de
M. exigua concuerdan con las descritas en la literatura, se recurrid a realizar una descripcion
polifasica, es decir, una correcta identificacion que incluy6 no solo aspectos morfolégicos y
taxondmicos sino que también moleculares. Tal y como lo mencionan Esbenshade y
Triantaphyllou (1990); Carneiro y Cofcewicz (2008), utilizar Gnicamente criterios
morfoldgicos y la observacion de disefios perineales, dificultarian identificar con exactitud
especies de Meloidogyne. En este sentido, las técnicas bioquimicas de laboratorio para la
caracterizacion de especies de nematodos agalladores, son una herramienta exitosa utilizada
hoy en dia que permite junto con otras pruebas, identificar con certeza cualquier especie de
nematodo. Por lo anterior, se realizdé un andlisis molecular el cual incluy6 la extraccion del

ADN, PCR, FRLP y secuenciacién que se describen a continuacion.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La amplificacion (PCR) con los imprimadores CoF3 y 1108 gener6 productos de 500-600 pb,
paratodas las muestras analizadas (Figura 13), lo que concuerda con otros estudios de M. exigua
(Powers y Harris 1993, Flores 2008, Humphreys et al. 2014).

M 2J2 2J2 Ma FA 2J2 2J2 Ma FA
3000 e

o - A .
- .

100
Figura 13. Resultado de electroforesis en gel de agarosa al 1%, de los productos de la
amplificacion (PCR) de la region mitocondrial COII/16S con los imprimadores CF3/1108
(Powers y Harris 1993). M: marcador de peso molecular GeneRuler de 100 pb. Carriles dos,
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tres, seis y siete: dos juveniles (2J2) de M. exigua; carriles cuatro y ocho: machos (Ma); carriles
cinco y nueve: formas aberrantes (FA). CICAFE, San Pedro Barva, Heredia, Costa Rica. 2017.
Fuente: elaboracion propia

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

Los analisis RFLP dieron como resultado dieron como resultado dos fragmentos, uno de 160 y
otro de 420 pb aproximadamente (Figura 4). Se utilizé Unicamente la enzima de restriccion

Dral, ya que es la que reconoce el sitio de corte en la secuencia de M. exigua obtenida (Powers
et al. 2005).
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Figura 14. Resultado de electroforesis en gel de agarosa al 2%, con los patrones RFLP
generados con la enzima de restriccion Dral. M: marcador GeneRuler de peso molecular 50 pb;
carriles dos, cuatro y seis: Producto de PCR sin cortar con la enzima (PNC); Carriles tres, cinco
y siete fragmentos generados con la enzima Dral.

Fuente: elaboracion propia

Secuenciacion de M. exigua

El andlisis de las secuencias de ADN de las muestras de nematodos provenientes de la
plantacion de café de San Pedro de Barva (CICAFE), Heredia, mostraron 100% similitud con
la secuencia de las accesiones KF993640.1 y HQ709105.1, ambas pertenecientes a poblaciones
de M. exigua reportadas y depositadas en el GenBank por Humphreys et al. (2014) en Costa
Rica y Herrera et al. (2011) en Nicaragua respectivamente (Figura 15).

Tanto la accesion KF993640.1, HQ709105.1 y de este estudio, se compararon a su vez con la
accesion JN241938.1, que corresponde a Meloidogyne minor, asociada a un césped de Holanda
y reportada por McClure et al. (2012) y con la KY020413.1, que corresponde a una poblacion
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de M. graminicola procedente de una muestra de soya de China, reportada por Long et al.
(2017). Se utilizaron todas estas secuencias para realizar un alineamiento multiple de secuencias

de laregion entre el gen de la subunidad I1 de la citocromo oxidasa (COIl) y el 16S del ADNmt

ribosomal (Figura 4) para comparar y ver diferencias y similitudes en la secuencia.
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Figura 15. Alineamiento mdultiple de secuencias parciales de la region entre el gen de la
subunidad 11 de la citocromo oxidasa (COIl) y el 16S del ADNmt ribosomal de varias especies
de Meloidogyne. Sélo se muestran los nucleétidos polimoérficos; (.) indica un nucleétido
idéntico, (-) indica un gap o espacio en la secuencia.

Fuente: elaboracion propia

Como lo indica Powers y Harris (1993), hacer el diagnéstico de PCR y posteriormente realizar
los anélisis de RFLP, utilizando principalmente el ADN mitocondrial con los fragmentos entre
los genes COIl y 16S ADNIrr, es una herramientas Gtil para la identificacion de especies y en
este caso lo fueron, para la identificar la especie de M. exigua asociada al cultivo del café, en el
CICAFE.
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Analisis de PCR para reconfirmar la especie

Asimismo, para reconfirmar la identificacion de la especie, se tomaron cinco muestras que
incluian juveniles (J2), machos (Ma) y formas aberrantes (estadios Jz y J4) de Meloidogyne y se
utilizaron los imprimadores ex-D15-F y ex-D15-R que son especie-especificos. Los fragmentos
generados con estos imprimadores fueron de aproximadamente 600 pb (Figura 16). De acuerdo
con los resultados obtenidos y a la caracteristica de los imprimadores, se comprobd nuevamente

que la poblacion de nematodos procedente del CICAFE era M. exigua.

M FA Ma FA J2 J2 CN

100 ------

Figura 16. Resultado de electroforesis en gel de agarosa al 1%, de los productos de la
amplificacion (PCR) de la region mitocondrial COI1/16S con los imprimadores ex-D15-F y ex-
D15-R (Randig et al. 2002). M: marcador de peso molecular GeneRuler de 100 pb. Carriles dos
y cuatro: Formas aberrantes (FA), carril tres: macho (Ma), carriles cinco y seis: dos juveniles
(2J2), carril siete: control negativo (CN) agua. CICAFE, Costa Rica, 2017.

Fuente: elaboracion propia.

Ambos resultados de PCR, concuerdan con estudios realizados por Randig et al. (2002), donde
utilizaron los imprimadores tipo SCAR (ex-D15-F y ex-D15-R) y obtuvieron una banda
especifica para M. exigua de 562 pb. La ventaja de utilizar imprimadores especificos disefiados
para una sola especie, es que permite la identificacién de una muestra blanco sin recurrir a la
secuenciacion. Sin embargo, en el caso de nematodos, se recomienda la secuenciacion para una

correcta identificacion de la especie.
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Analisis fisico del sustrato

Para la mezcla del sustrato del ensayo, se utiliz6 un suelo del orden Andisol, cuya caracteristica
es ser de derivados de cenizas volcanicas. Este suelo se recolectd de la Finca Experimental
Santa Lucia en Barva, Heredia. Ademas, se utiliz6 arena gris de rio, proveniente de Atenas,
Alajuela. Al realizar el anélisis de particulas segun su tamafio, el suelo presentd una textura
“franco arenoso” con contenidos de arena del 53.6%, lo cual es un contenido bastante alto de
arenas en el suelo. Posteriormente, se realizé un analisis fisico al sustrato (Anexo 6), cuyo
resultado fue 87.4% de arenas, con lo que el sustrato utilizado se ubicé en la clase textural

“arena”.

Como lo indican Buyer et al. (2002); Cavigelli et al. (2005); Windham y Barker (1986), la
caracteristica fisica del suelo “textura”, es muy estable, es un factor que afecta
significativamente la diversidad, distribucion y los niveles poblacionales de microorganismos
(nematodos) en el suelo. En el caso de este ensayo, se utiliz6 un sustrato clasificado como
arenoso, lo que favorecid las condiciones de habitat para los fitonematodos inoculados en los
tubetes. Ademas, facilito la movilidad de M. exigua durante el momento de la inoculacion asi
como para que posteriormente cumpliera su ciclo de vida y se reprodujera en el sistema radical
de la planta. Suelos con contenidos altos de arena, crean un ambiente ideal para que los
nematodos puedan movilizarse, obtener alimento e ingresar a la raiz del hospedero para

posteriormente reproducirse y desarrollarse (Windham y Barker 1986; Robinson et al.1987).

De acuerdo con Salazar y Guzman (2013), suelos de tipo franco-arenoso, favorecen el
desarrollo de los nematodos, encontrandose los promedios mas altos de individuos tanto en
suelo como en raiz en lotes que cuentan con este tipo de textura. En el caso de lotes con suelos
de textura franco-arcillosas, al tener altas cantidades de arcilla reducen la porosidad y esto
afecta la movilidad de los nematodos en el suelo. Vergel y colaboradores (2000), concuerdan
en que la condicion fisica del suelo (textura franco-arenosa) favorece una mayor poblacién del

género Meloidogyne, lo que aumenta la incidencia y severidad del dafio en el cultivo del café.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

e Lainoculacion de M. exigua en el ensayo realizado con plantas de café en tubetes en etapa
de almacigo, afecto el crecimiento en altura de las plantas, principalmente a la linea SI34 y la
Caturra CT (Testigo). En el caso del didmetro del tallo, no se mostré una afectacion
estadisticamente significativa para aquellas plantas inoculadas versus las plantas sin inocular.
Respecto del nimero de hojas, se presentaron diferencias significativas en las lineas S131, SI134

y Caturra, del tratamiento inoculado con nematodos en comparacién con el sin inocular.

e De las cinco lineas San Isidro (SI) probadas en el ensayo, la SI35, SI31 y SI32 se
comportaron como lineas resistentes (R) tanto para el factor de reproducciéon (FR) segun la
clasificacion de Oostenbrink asi como también para el indice de agallamiento radical (IAR).
Segun la clasificacion propuesta por Safiudo y compafiia, la SI35 se comportd como resistente

(R) mientras que la SI31 y SI32 como moderadamente resistentes (MR).

e De tomar una decision por cuél linea Sl utilizar en posibles ensayos en campo, seria la
SI35. Esta linea tuvo un mejor comportamiento en la mayoria de las variables evaluadas en el
ensayo, tanto en las de crecimiento como en las de resistencia para el factor de reproduccion

(FR) y para el indice de agallamiento radical (IAR).

e Las lineas SI34 y S127 se comportaron como lineas susceptibles (S) con respecto al factor
de reproduccién, lo cual indica con seguridad que, sus sistemas radicales se veran afectados
cuando existan las condiciones adecuadas y un patdgeno virulento, propiciando asi el ambiente

apropiado para las condiciones del triangulo de la enfermedad.

e El peso radical fresco no es un buen indicativo del comportamiento de los nematodos sobre
los sistemas radicales. Se comprob6 que la linea SI135 fue la mejor en la mayoria de las variables
evaluadas; sin embargo, presentd el menor peso radical comparado con las demas lineas

utilizadas en el ensayo.

e Mediante la integracién de varias técnicas, que incluyeron criterios de identificacion
taxondmico, morfoldgico y molecular, se logro identificar correctamente la especie M. exigua.
Este nematodo es el de mayor distribucion y el que causa mas problemas en el cultivo de café
en Costa Rica.
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e Es fundamental realizar ensayos de investigacion, para evaluar materiales vegetales
promisorios con capacidad de resistencia o tolerancia genética a los nematodos en sistemas de
mejoramiento de cultivos. Este tipo de estudios permiten conocer con exactitud, cuales lineas

podréan posteriormente, ser llevadas a campo y observar su comportamiento.

e Las investigaciones en etapa de vivero permiten tener buenos resultados en periodos de
tiempo mas cortos, por lo que la inversion en recursos para la investigacion es menor, tanto en

dinero como en tiempos.

e Los almécigos de café se deben elaborar con suelos o sustratos desinfectados. De esta
manera, se pueden obtener plantas méas sanas, vigorosas, con mayor y mejor crecimiento, mas
area foliar y mejores sistemas radicales capaces de dar soporte y buena absorcion de agua-

nutrientes.

e Latextura arenosa del sustrato fue la idonea para favorecer el habitat de M. exigua, ya que
presento una alta cantidad de espacios porosos lo que facilité la movilidad de los nematodos en
busqueda del alimento. Asi mismo, se lograron evidenciar altas tasas de reproduccion en el
tratamiento Caturra CT (Testigo) y en las lineas S127 y SI34.
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ANEXOS

Anexo 1. Diagrama de la infeccion radical causada por Meloidogyne spp.
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Fuente: Taylor y Saseer, 1983.
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Anexo 2. Analisis de la variable altura de planta en las tres fechas 0, 60 y 120 dias de la

inoculacién con Meloidogyne exigua, para cada linea San Isidro y la variedad Caturra.
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Anexo 3. Analisis de la variable diametro del tallo en las tres fechas 0, 60 y 120 dias de la

inoculacién con Meloidogyne exigua, para cada linea San Isidro y la variedad Caturra.
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Anexo 4. Analisis de la variable nimero de hojas en las tres fechas 0, 60 y 120 dias de la

inoculacién con M. exigua para cada linea San Isidro y la variedad Caturra.
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Anexo 5. Variables de Crecimiento a los 120 dias después de la Inoculacién n=30.

Inoculado Sin Prob. Inoculado Sin Prob. Inoculado Sin
Inocular Inocular Inocular
Altura (cm) Diametro (mm) Numero de Hojas

S135 1250 A 13.58 A 0.1797 2.60 A 2.60 A 0.9912 9.27 AB 9.53 AB 0.5888
S131 13.20 A 13.77 A 0.4606 259 A 255 A 0.6319 9.10 ABC 10.20 A 0.0288
S1 32 12.45 A 12.19 B 0.7541 2.56 A 2.46 AB 0.2775 943 A 9.57 AB 0.7834
S1 27 12.08 A 11.23 BC 0.1410 259 A 2.49 AB 0.2237 8.70 ABC 890 B 0.6437
S1 34 931 B 1234 B <0.0001 2.30 B 239 B 0.4189 8.21 BC 10.46 A 0.0001
CT 727 ¢ 10.84 © <0.0001 1.97 ¢ 221 °© 0.0003 800 ¢ 9.7048 0.0012

Probabilidad <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0296 0.0190

0.5350 0.4336 0.0658 0.0567 0.3648 0.3257

Anexo 6. Cuadro del andlisis fisico del sustrato.

Arena 87.4%
Limo 6%
Arcilla 6.6%
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