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Resumen

Objetivo: Estudiar la variabilidad intraespecifica en diferentes poblaciones de Radopholus
similis. Alcance: Poblaciones de R. similis provenientes principalmente del Bajo Occidente
de Caldas, Colombia. Metodologia: Se midieron 19 caracteres morfométricos y alométricos
en hembras y machos de R. similis recolectados en los municipios de Anserma, Belalcdzar,
Carepa y Palestina, los cuales fueron analizados mediante componentes principales y de
conglomerados jerdrquicos. Igualmente, se amplific6 por PCR y se secuencié la regién
parcial ITS1-5.85-ITS2 y el gen 18S del ARN ribosomal correspondiente a las poblaciones
de R. similis antes mencionadas. Con estas secuencias, y 61 secuencias adicionales obtenidas
de la base de datos del NCBI, se construy6 una red haplotipica para detectar la variacién
genética de la especie. Resultados principales: La caracterizacién morfométrica mostré que
las hembras de R. similis procedentes de Anserma y Belalcdzar presentaron un eséfago mds
alargado y las recolectadas de Palestina fueron mds robustas en la regién anterior al nivel de la
base del estilete, con cuerpos y eséfagos mds alargados. El andlisis molecular de la regién ITS1-
5.8S-ITS2 del ARN ribosomal no mostré variabilidad intraespecifica entre las poblaciones
de R. similis estudiadas. Sin embargo, la red haplotipica construida en este estudio, junto
con la recolectada de la base de datos del NCBI, reveld variabilidad intraespecifica entre
las poblaciones de R. similis provenientes de Africa y del Sudeste Asidtico. Conclusiones:
No fue posible detectar variabilidad molecular entre las poblaciones de R. similis estudiadas.
Sin embargo, si se encontré variabilidad morfométrica entre las poblaciones de R. similis
procedentes de Anserma, Belalcdzar, Carepa y Palestina, Colombia.

Palabras clave: nematodo barrenador, variabilidad intraespecifica, morfometria,
alometria, haplotipos, Musa.
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Morphometric and molecular characterization of populations of Radopholus
similis (Cobb) Thorne (Rhabditida: Pratylenchidae) in Colombia

Abstract

Objective: To study the intraspecific variability in different populations of Radopholus
similis. Scope: R. similis populations coming mainly from the Southwest of Caldas-
Colombia. Methodology: Nineteen morphometric and allometric characters were
measured in females and males of R. similis collected in the municipalities of Anserma,
Belalcdzar, Carepa and Palestina, which were analyzed using principal components and
hierarchical clusters. Likewise, the partial ITS1-5.8S-ITS2 and the 18S gene of the rRNA
ribosomal corresponding to the populations of R. similis were amplified by PCR and
sequenced. With these sequences, and 61 additional sequences obtained from the NCBI
database, a haplotype network was built to detect the genetic variation of the species.
Main Results: The morphometric characterization showed that R. similis females from
the municipalities of Anserma and Belalcdzar had a more elongated esophagus, and those
from the municipality of Palestina were more robust in the region above the level of the
base of the stylet, with more elongated bodies and esophagus. Molecular analyzes of the
ITS1-5.8S-1TS2 region of the rRNA did not show intraspecific variability among the of R.
similis populations studied. However, the haplotypic network built in this study, together
with that collected from the NCBI database, revealed intraspecific variability among R.
similis populations of Africa and Southeast Asia. Conclusions: It was not possible to detect
molecular variability among the R. similis populations studied. However, morphometric
variability was found among R. similis populations from the municipalities of Anserma,
Belalcdzar, Carepa, and Palestina, Colombia.

Key words: Borer nematode, intraspecific variability, morphometry, allometry, haplotypes, Musa

Introduccién

Los cultivos de pldtano y banano son importantes en Colombia debido principalmente
a su aporte a la seguridad alimentaria, y alto valor econémico y nutricional (FAO,

2004; CIAT, 2013; MADR, 2017; Cenibanano, 2018).

Para el afio 2020, en Colombia se sembraron 426.904 ha de pldtano y 99.612 ha de
banano, con rendimientos de 10 y 24 t/ha, respectivamente; siendo el departamento
de Caldas el séptimo productor de pldtano con 23.333 ha sembradas y un rendimiento

de 11,9 t/ha; y el décimo cuarto productor de banano con 686 ha sembradas y un
rendimiento de 11 t/ha (Agronet, 2022).

En Colombia, los cultivos de musdceas son afectados por numerosos e importantes
problemas fitosanitarios que limitan su produccién; dentro de los cuales se destaca el

nematodo barrenador, Radopholus similis (Cobb) Thorne, (Munera, 2008; Jaraba y
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Lozano, 2008; Munera ez al., 2009; Guzmdn, 2011; Guzmén y Castafio, 2020). Este
nematodo se caracteriza por ser un endopardsito migratorio del sistema radical y el
cormo de las musdceas donde ocasiona sintomas primarios como lesiones de color rojo
oscuro en el cortex de la raiz, no asi en el cilindro vascular, las cuales pueden coalescer y
tornarse de color negro, y sintomas secundarios como disminucién en la capacidad de
absorcién de agua y nutrientes por deterioro del sistema radical, lo cual se ve reflejado en
la prolongacién del ciclo vegetativo del cultivo, reduccién del peso del racimo y se genera
volcamiento de las plantas (Sarah ez 4/, 1996; Gowen et al., 2005; Guzmadn, 2011).

Fogain (2000) reporté pérdidas en el rendimiento de Musa AAB ‘French Sombre’ durante
la primera y segunda cosecha en 60 y 52%, respectivamente. Sarah ez al. (1996) y Araya
(1995) manifestaron que las reducciones en el rendimiento de banano pueden alcanzar
entre 75% y 80%, dependiendo de las condiciones agroecolégicas. Guzmén (2011)
afirmé haber observado en Caldas, pérdidas del 70% en el primer ciclo de produccién en
plantas Musa AAB ‘Dominico Hartén', principalmente debido a su volcamiento.

En Colombia, los estudios relacionados con R. similis se han enfocado principalmente
en su prevalencia, densidad poblacional y en estrategias de manejo bajo condiciones
in vitro e in vivo (Guzmdn y Castafo, 2004; Gonzélez ez al., 2007; Arboleda ez al.,
2012; Castillo-Russi ez a/., 2010; Guzmdn, 2011; Valencia ez al., 2014). Sin embargo,
los estudios relacionados con la variabilidad intraespecifica del nematodo han sido
escasos. Munera et al. (2010) realizaron aportes a la taxonomia del nematodo desde
el punto de vista morfométrico, morfolégico y filogenético.

Siddigi (2000) menciona que, al estudiar la variabilidad intraespecifica, o al efectuar
la descripcién de una nueva especie de nematodo, resulta importante conocer la
variabilidad de un caricter morfométrico, morfolégico o alométrico en particular,
debido a que estos caracteres tienden a variar bajo la influencia de condiciones ecoldgicas
y geogréficas; lo cual origina poblaciones ecotipicas y especificas a un hospedante. Sin
embargo, se recomienda complementar los estudios morfométricos y morfolégicos
con estudios moleculares mediante técnicas como polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP, por su sigla en inglés), amplificacion aleatoria de
ADN polimérfico (RAPD, por su sigla en inglés) o secuenciacién. Al respecto, Mgonja
et al. (2020) realizaron una identificacién molecular, morfolégica y morfométrica de
cuatro poblaciones de R. similis de Tanzania, encontrando que las mediciones de todos
los caracteres morfométricos se ajustaron a los valores estindares de diagndstico (Ryss
y Wouts, 1997; Elbadri ez al., 1999), excepto la medicién del estilete, posiblemente a
variaciones en condiciones ambientales que conducen a adaptaciones morfoldgicas;
y con respecto al estudio filogenético, mediante el uso de los genes 28S, 18S y de
la regién ITS1 e ITS2 del ARN ribosomal demostraron que los iniciadores usados
fueron utiles para separar a R. similis de otras especies (Mgonja et al., 2020). Por tales
motivos, Gowen ez al. (2005), Plowright ez al. (2013) y Sikora et al. (2018), mencionan
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que diferencias en agresividad, preferencia de hospedante, capacidad reproductiva y
morfologia de R. similis sugieren la existencia de razas o biotipos.

Teniendo en cuenta la relevancia de los cultivos de plitano y banano en los dmbitos
nacional e internacional, la importancia econémica de R. similis, y la escasez de
estudios relacionados con su diversidad, se hace necesario ampliar el conocimiento
de la variabilidad intraespecifica de este nematodo en Colombia. La presente
investigacién se realizé con el objetivo de aportar a la caracterizacién morfométrica y
molecular de R. similis, con el fin de determinar si existe variabilidad intraespecifica,
y asi contribuir al desarrollo de nuevas estrategias que faciliten su manejo en
condiciones de campo.

Materiales y métodos
Obtencién y extraccién de nematodos

Las muestras de siete poblaciones de R. similis se recolectaron de raices de plantas
de Musa AAB (subgrupo pldtano) ‘Dominico Hartén’ y ‘Dominico’ y de Musa
AA (Subgrupo Sucrier) ‘Bananito’ atacadas por este nematodo, provenientes de
cinco municipios de Caldas (Tabla 1). De manera complementaria, se obtuvieron
muestras de raices de Musa AAB ‘Dominico Hartén’ y de Musa AAA (subgrupo
Cavendish) ‘Gran enano’ de los departamentos de Antioquia y Quindio (Tabla 1).
Posteriormente, las muestras de raices se introdujeron en bolsas pldsticas debidamente
rotuladas, y luego se trasladaron al Laboratorio de Nematologia de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Caldas para su procesamiento y andlisis.
La extraccién de los nematodos se realizé con base en el principio de flotacién en
azicar, con algunas modificaciones, segin Jenkins (1964) y Meredith (1973).
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Tabla 1. Poblaciones de Rxm’op/aolm similis (Rs) recolectadas en diferentes materiales de musdceas en los
departamentos de Caldas, Antioquia y Quindio, Colombia, y su ubicacién geogréfica.

Ubicacién geogrifica

Departamento  Municipio  Poblacién ~ Coordenadas (02)* (HI:;)* (il:x;u:l) Hospedante
Palai;i“"‘ RsP 75502*022212598% 242 17924 1024 f}i’ﬁjﬂifz

Caldas Ris(al;";lda ReR 7550486142419% 2 358 1735
Bel?gf o RsB 75;?409,,3123',9;% 21 2279 1244 Aé’gﬁfiﬁ
Hartén’

A“;Zr)ma RsA 75;1417’,1042’,12;’,% 20 2.022 1489

Quindio Q“i(gl)’aya RsQ 74;,3484’,1353”322;,% 20 2323 1339
Antioquia Carepa (C) RsC 77;,446(;,4274”12”,% 26,8 2.892 27 M?grfr?A

enano’

Abreviaturas: T= Temperatura; PP= Precipitacién. m.s.n.m: metros sobre el nivel del mar.
*Fuente: Cenicafé (2016).

Observaciéon morfolégica y caracterizacién morfométrica

Las poblaciones de hembras y machos de R. similis se identificaron utilizando un
microscopio éptico LEICA DM500-ICC50 HD® (LEICA Microsystem, Wetzlar,
Alemania), y posteriormente comparadas con las claves taxonémicas de Thorne
(1961), Sher (1968) y Ryss y Wouts (1997). Se realizaron mediciones de 19 caracteres
morfométricos y alométricos sugeridos por Thorne (1961), Siddiqi (2000) y Perry y
Moens (2013), mediante el uso del software Leica Application Suite (LAS) EZ 2.0°.

Los cédigos asignados a los caracteres evaluados de R. similis fueron los siguientes:
L= Longitud del cuerpo; E= Longitud del estilete; DCE= Didmetro del cuerpo
en la base del estilete; DMC= Didmetro méximo del cuerpo; LES= Longitud del
es6fago; LGE= Longitud desde la region anterior (cabeza) hasta la regién posterior
de la glindula esofdgica; LC= Longitud de la cola; DCA= Didmetro del cuerpo en el
ano; DEGO= Orrificio de la glindula esofdgica dorsal; V= (Distancia desde la region
anterior (cabeza) hasta la vulva/Longitud del cuerpo) x 100; PE= Distancia desde la
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regién anterior (cabeza) hasta el poro excretor; H= Longitud de la regién hialina de la
cola; a= L/DMGC; b= L/LES; b= L/LGE; c= L/LC; = LC/DCA. En la evaluacién de
estos caracteres se tomaron 30 hembras y 20 machos de R. similis por cada poblacién
estudiada, y los valores resultantes se compararon con las descripciones realizadas por

Sher (1968), Taylor (1969), Ryss y Wouts (1997) y Mdnera (2008).
Analisis estadistico

A los valores de los caracteres obtenidos de las poblaciones de R. similis se les calculé
el promedio, desviacién estdndar, valores minimos y médximos. Adicionalmente, se
realiz6 un andlisis de componentes principales (ACP) para reducir la dimensionalidad
de los datos, y para identificar las variables de mayor importancia en las siete
poblaciones de hembras del nematodo, teniendo en cuenta la matriz de correlaciones
e identificando los autovalores y autovectores. Posteriormente, se realizé un andlisis
de conglomerados jerdrquicos (AC]) aplicando el método de Ward (1963) a los
resultados del ACP. Los andlisis se realizaron con el programa estadistico SPAD®
versiéon 8.0.

Caracterizaciéon molecular
Disefo de iniciadores

Se seleccionaron secuencias nucleotidicas asociadas a la regién ITS1-5.8S-ITS2
(ITS), y al gen 18S (18S) ambos del ARN ribosomal de la especie R. similis,
disponibles en la base de datos del banco de genes del NCBI (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/). Por cada gen o regién se realizaron los alineamientos correspondientes
usando el programa Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/tools/msa/clustalo), con
el fin de identificar regiones conservadas. Posteriormente, se disefiaron iniciadores
(cebadores) utilizando el programa Oligoperfect Designer Program (https://www.

themofisher.com) (Tabla 2).
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Tabla2.  Iniciadores disefados para amplificar la region parcial ITS1-5.85-ITS2 y gen 18S del ARNr de

Radopholus similis (Rs).
. Temperatura
Secuencia icé P
Iniciador Gen/Regién Amplicén de anillamiento
5—3) (pb) ©C)
RsITS4F ATTGGCGAAACCCATCAAA 52,8
—— ITS1-5.8S8-1TS2 525
RsITS4R TGCACAATGAACATACGTGAATT 53,4
Rs18S3F ACCGTAAACGATGCCAACTC 55,4
—_— 18S 606
Rs18S3R GGGCAGGGACGTAATCAAC 55,9
Extraccién de ADN

Un total de 20 individuos de cada una de las siete poblaciones de R. similis, descritas
en la Tabla 1, fueron depositados dentro de tubos Eppendorf de 2mlL, conteniendo
20 pL de solucién amortiguadora de lisis, componente del kit de extraccién de
ADN, PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher, Austin, TX); con
ayuda de un pistilo, los nematodos fueron macerados y sometidos a temperatura de
ebullicién por 5 min en bano maria. El extracto con el ADN del nematodo se utilizé
inmediatamente para realizar PCR directa.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacién

La PCR se realizé en un volumen final de 30 pL, conteniendo 3 pL de agua libre
de nucleasas, 24 pL de PCR SuperMix 1X (Thermo Fisher, Austin, TX), 0,75 pL de
cada iniciador (10 pM), y 1,5 pL del extracto de ADN preparado previamente. La
amplificacién se realizé usando un termociclador C1000 Touch (Bio-Rad, Hercules,
CA), con la siguiente programacién: una desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 min;
40 ciclos de 95°C por 30 s, 53°C por 40 s para ITS1-5.85-ITS2 y 56°C por 30 s para
18S, 72°C por 1 min; y un paso final de extensién a 72°C por 10 min. El producto de
amplificacién resultante se separdé en un gel de agarosa al 1% mediante electroforesis
horizontal a 110 voltios por 45 min. Los geles fueron tefiidos usando una solucién
de GelRed y las bandas se visualizaron empleando un foto-documentador (Geldoc
Imager, Bio-Rad, Hercules, CA). Los productos de PCR se purificaron utilizando el kit
PureLink Quick PCR Purification kit (Thermofisher, Austin, TX), y posteriormente

enviados a secuenciacion unidireccional a Macrogen, Inc. (Corea del Sur).



bol.cient.mus.hist.nat. 27 (2) julio - diciembre 2023. 97 - 116

104 I Ange/a Maria Chaves, Oscar Adridn Guzmidn, Arnubio Valencia y Bernardo Villegas

BLASTn

Las secuencias estudiadas de ADN de las poblaciones de R. similis fueron visualizadas
y ajustadas usando el programa Sequencher 5.4 (Genes code corp., Ann Arbor,
MI). Posteriormente, dichas secuencias se compararon con las del NCBI usando
la herramienta BLASTn. Las secuencias nucleotidicas de la base de datos con
similitud mds alta a las secuencias sometidas a evaluacién (ITS y 18S) fueron las
que se tuvieron en cuenta para confirmar el género y especie de cada poblacién,
previamente identificada morfolégicamente.

Alineamiento de secuencias

Se seleccionaron secuencias nucleotidicas del NCBI de la especie R. similis asociadas
a Musa. El alineamiento se realizé usando el programa Muscle v3.8.425 (Edgar,
2004) y un bloque conservado se seleccioné utilizando el programa Gblocks v0.91b

(Castresana, 2000). El alineamiento final se visualizé6 mediante el programa AliView
(Larsson et al., 2014).

Variabilidad genética de R. similis

La identificacién de haplotipos en el alineamiento de secuencias nucleotidicas se
realiz6 con el programa DNAsp v5.10.1 (Rozas ef al., 2010). Igualmente, se hizo una
matriz de distancias genéticas con el modelo Kimura 2-parametros (Kimura, 1980)
usando el programa MEGA X (Kumar ez /., 2018), y finalmente se construy6 una
red haplotipica con el método de uniones promediadas (M], por sus siglas en inglés)
utilizando el programa PopART (Leigh ez al., 2015).

Resultados y discusién
Observacién morfolégica y morfométrica

Las caracteristicas morfoldgicas de las siete poblaciones de R. similis estudiadas
concuerdan con la descripcién para esta especie, segin Thorne (1961), Sher (1969),
Ryss y Wouts (1997) y Munera ez al. (2010) (Figura 1).

Los valores promedio de todos los caracteres morfométricos y alométricos de las
hembras de R. similis estudiadas, en las siete poblaciones, se ajustaron a los rangos
de los promedios reportados por Sher (1968), Taylor (1969), Ryss y Wouts
(1997), Elbadri ez al. (1999) y Munera (2010), para la especie R. similis (Tabla 3).
Adicionalmente, debido a que no se encontraron diferencias en los datos obtenidos
de los machos estudiados, estos no se muestran.



Caracterizacién morfométrica y molecular de poblaciones de Radopholus similis... 105

Figura 1. Hembra (A) y macho (B) de Radopholus similis. Dentro de la figura, la escala
de barra=50 pm.
Fuente: Autores.

Sin embargo, en las hembras de R. similis se encontré una diferencia entre las poblaciones
estudiadas, especificamente en la longitud del eséfago; cuyo valor mdximo superd los

valores obtenidos por Elbadri ez al. (1999) y Munera ez al. (2010) (Tabla 3).

De acuerdo con Ryss (2003), el desarrollo de las glindulas esofégicas en el género
Radopholus estd relacionado con la alimentacién parasitica sobre las células de las
raices de la planta, destacindose un mayor tamafio de las glindulas en pardsitos
especializados; por lo tanto, el tamafio del eséfago podria relacionarse con la
agresividad encontrada en la poblacién de Belalcdzar.
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Tabla3.  Comparacién de caracteres morfométricos y alométricos de diferentes poblaciones de hembras de
Radopholus similis (mediciones en pm).

Este estudio Sher Taylor Ryss yWouts  Elbadri ez al. Munera
Poblacién (1968) (1969) (1997) (1999) (2010)
Hembras
Hospedante Musa AAB; Musa AAA Musa AAA o Musa Musa AAB
Musa AA (N=7) (N=1) (N=1) AAA (N=4) (N=2)
Cardcter Pm — Pmx
L 682,69 - 723,91 520 -880 610 - 745 554 -792 510 - 860 504 - 722
LE 19,98 - 21,11 17 -20 18-18 16,5-20 15-23 15,9 -21,5
DMC 23,13-30,49 - 26 -33 18 —40 14 -34 15,3-33,7
LES 102,62 - 126,67  ——-- e 73 -132 67 -120 41-107
LGE 139,04 - 166,91 - e - 115 - 207 112 - 168
PE 94,77 - 104,39 - e 86-100 59-116 73-99
LC 72,52 -82,12 - 52 -74 50 - 100 40 - 104 54 -84
DCA 16,93 -23,26 - - 12,0 - 28,0 12,5 - 26 10,4 - 20,9
DEGO 434-497 e e 2-55 2-85 2,5-3,7
v 53,76 - 57,03 55 - 61 52-57 53 -88 51-68 51-62
H 10,09 - 13,44 9,0-16 11,0 - 16,0 7,5-23 - 6,1-13,5
A 24,31 - 29,65 22-30 - 17,8 - 36 20,2 - 47,5 20-37
B 5,47 - 6,67 47-74 6,0-93 6,2-9,6 7,4-9,8
Va 4,13-4,93 55-52 - 3,2-5.2 3,3-59 3,1-54
C 8,75-9,61 8,0-13 6,8-11,7 6,4 - 16,4 7-10,3
c 3,64 - 4,42 29-4 e 2,4-6,3 2,3-6,2 3,3-58

Abreviaciones. Pm=Valor minimo de promedio; Pmx= Valor mdximo de promedio; N= Numero de poblaciones
evaluadas; L= Longitud del cuerpo; E= Estilete; DCE= Didmetro del cuerpo en la base del estilete; DMC= Didmetro
méximo del cuerpo; LES= Longitud del eséfago; LGE= Longitud desde la regién anterior de la cabeza hasta la regién
posterior de la gldndula esofdgica; LC= Longitud de la cola; DCA= Didmetro del cuerpo en el ano; DEGO= Orrificio
de la gléndula esofdgica dorsal; V= (Distancia desde la region anterior de la cabeza hasta la vulva / Longitud del
cuerpo) x 100; PE= Distancia desde la regién anterior de la cabeza hasta el poro excretor; H= Longitud de la regién

hialina de la cola; 2= L/IDMC; b= L/LES; b= L/LGE; ¢= L/LC; ¢’= LC/DCA.

Fuente: Autores.
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Andlisis de componentes principales (ACP) y conglomerados jerdrquicos (AC]J)

EI ACP realizado con los caracteres de las hembras de R. similis permitié evidenciar dos
componentes principales (CP) indicados como CP1 y CP2, los cuales presentaron las
varianzas mds altas en comparacién con el resto de los componentes, representando
un 48,8% de la varianza acumulada (Tabla 4).

Se presentaron correlaciones positivas fuertes en CP1 para los caracteres L (r=
0,858), DCE (r=0,728), DMC (0,886) y DCA (r=0,838); y en CP2 para los
caracteres LES (r=0,873) y LGE (r=0,867). También, se presentaron correlaciones
negativas fuertes en el CP2 con los caracteres &y &’ (Tabla 4).

De los 17 caracteres evaluados solamente sobresalieron ocho; los cuales brindaron
una mejor informacién morfométrica, debido a que estaban mejor representados
en los componentes y a que mostraron una alta correlacién con CP1 o CP2. En
este sentido, CP1 se caracterizé por incluir variables relacionadas con el largo
y didmetro del cuerpo, mientras que CP2 se caracterizé por incluir variables
relacionadas con el es6fago (Tabla 4).

Con el fin de conformar grupos mds homogéneos, pero més heterogéneos entre s
con base en los caracteres morfométricos y alométricos de las hembras de las siete
poblaciones de R. similis, se realizé el ACJ con los resultados del ACP, mostrando la
conformacién de tres grupos (Tabla 5 y Figura 2).

Tabla 4.  Auto-vectores y correlacién entre caracteres y componentes principales (CP1 y CP2), y autovalores de
CP1 y CP2, derivados de los caracteres evaluados en hembras de siete poblaciones de Radopholus similis.

Hembras
Caricter Autovector* Correlacién (r)**
CP1 Ccp2 CP1 CP2
L 0,37 0,066 0,858 0,122
LE 0,18 0,028 0,417 0,051
DCE 0,313 -0,097 0,728 -0,18
DEGO 0,061 0,065 0,142 0,12
PE 0,207 0,21 0,48 0,387
LES 0,19 0,473 0,441 0,873

LGE 0,197 0,47 0,456 0,867
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DMC 0,382 -0,067 0,886 -0,124

\'% -0,028 0,165 -0,064 0,304

DCA 0,361 -0,123 0,838 -0,227

LC 0,257 -0,058 0,596 -0,108

0,106 -0,004 0,246 -0,008

-0,196 0,161 -0,455 0,298

B 0,084 -0,454 0,196 -0,838

b’ 0,106 -0,436 0,245 -0,804

C 0,128 0,095 0,296 0,175

c -0,249 0,107 -0,579 0,197
Autovalor 5,389 3,408
Varianza (%) 29,9 18,9

Varianza
acumulada 29,9 48,8
(%)

*Autovectores derivados de los 19 caracteres evaluados en las 210 hembras (30 hembras por cada poblacién) de
Radopholus similis; 1os valores de los caracteres que sobresalen en cada componente estdn resaltados en rojo. ** Valores
de coeficientes de correlacién; los valores con una buena correlacién con un componente principal estdn resaltados
en rojo. Abreviaciones= L= Longitud del cuerpo; E= Estilete; DCE= Didmetro del cuerpo en la base del estilete;
DMC= Didmetro méximo del cuerpo; LES= Longitud del eséfago; LGE= Longitud desde la regién anterior de la
cabeza hasta la region posterior de la glindula esofdgica; LC= Longitud de la cola; DCA= Didmetro del cuerpo en
el ano; DEGO= Orificio de la gldndula esofdgica dorsal; V= (Distancia desde la regién anterior de la cabeza hasta la
vulva / Longitud del cuerpo) x 100; PE= Distancia desde la regién anterior de la cabeza hasta el poro excretor; H=

Longitud de la regién hialina de la cola; 2= L/IDMC; b= L/LES; &= L/LGE; ¢= L/LC; ¢’= LC/DCA.

Fuente: Autores.

El grupo 1 se conformé por las poblaciones de Belalcizar (RsB) y Anserma (RsA)
(Caldas), las cuales sobresalieron por los valores promedios mds altos en los caracteres
¢, a, %V y LES, mientras que el grupo 2 solamente se conformé por la poblacién de
Carepa (RsC) (Antioquia), con valores promedios mds altos en los caracteres b’ y b; y
finalmente el grupo 3 se conformd por la poblacién de Palestina (RsP) (Caldas), por los
valores promedios mds altos en los caracteres: DMC, DCA, L DCE, LES, LGE, LC, PE,
¢, DEGO y LE (Tabla 5 y Figura 2).

Por otro lado, las hembras de R. similis de los municipios de Quimbaya (Quindio), al
igual que San José y Risaralda (Caldas) no se conglomeraron en ningtin grupo, dado que
no sobresalieron en ninglin cardcter morfométrico o alométrico.
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Segtn Bird ez al. (2012), muchos caracteres morfométricos no siempre son utiles como
caracteres taxonémicos; por lo tanto, una manera para determinar la idoneidad de estos es
mediante el andlisis de las medidas de dispersion; las cuales permiten analizar el grado de
variabilidad de un cardcter de un taxén especifico, teniendo en cuenta que, entre mayor grado
de variacion del cardcter, menos util es. Al respecto, Kaur y Attri (2013) mencionan que un
cardcter con un coeficiente de variacién menor de 12% es poco variable, si se encuentra entre
12y 20% es moderadamente variable, y si es mayor a 20% es altamente variable.

De acuerdo con los resultados del ACP y del ACJ se seleccionaron aquellos caracteres
morfométricos o alométricos que mds distingufan a cada grupo con base en la varianza, el
grado de correlacién del cardcter con el componente principal (r > + 0,8), y el coeficiente
de variacién del cardcter evaluado (C.V < 13), lo cual indic6 que el cardcter morfométrico,
ademds de estar bien representado en el plano de componentes principales, es poco a
moderadamente variable.

Tabla 5.  Caracteres morfométricos y alométricos que distinguen a las hembras adultas de las poblaciones de
Radopholus similis, conglomerados en los grupos 1, 2 y 3.
Grupo Cardcter Promedio del  Promedio DS del CvV dei Valores Probabilidad
grupo general grupo grupo test
J 3,845 3,581 0,49 12,744 6,618 0
Grupo 1 A 27,846 26,376 3273 11754 5442 0
(RsBy
RsA) %V 55,764 55,11 2,572 4,612 3,334 0
LES 135,536 132,557 17,587 12,976 2,064 0,02
B 5,836 4,833 0,681 11,669 9,86 0
Grupo 2
®sC) b 4,909 4,133 0,581 11,835 9,668 0
DMC 34,667 26,329 5,095 14,697 11,043 0
DCA 23,378 18,705 4,133 17,679 9,154 0
L 794,089 700,338 66,887 8,423 8,633 0
DCE 19,333 17,381 1,476 7,635 7,952 0
LES 151,244 132,557 18,356 12,137 6,447 0
Grupo 3 <
LGE 172,844 153,652 18,811 10,883 6,444 0
(RsP)
LC 81,2 75,448 10,406 12,815 5,226 0
PE 108,622 98,676 16,985 15,637 5,22 0
c 9,333 8,61 1,247 13,361 3,637 0
DEGO 4,333 4,152 0,471 10,870 3,015 0,001
LE 20,289 19,895 1,025 5,052 2,782 0,003
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* Caracteres menos variables (CV < 12%), caracteres moderadamente variables (CV = 12-20%), caracteres
altamente variables (CV = >20%) (Kaur y Attri, 2013). Caracteres resaltados en rojo estdn bien representados
en los componentes principales y tienen un CV bajo. Abreviaciones: DS= desviacién estdndar; CV= coeficiente
de variacién; L= Longitud del cuerpo; E= Estilete; DCE= Didmetro del cuerpo en la base del estilete; DMC=
Didmetro méximo del cuerpo; LES= Longitud del eséfago; LGE= Longitud desde la regién anterior de la cabeza
hasta la regién posterior de la glindula esofdgica; LC= Longitud de la cola; DCA= Didmetro del cuerpo en el ano;
DEGO-= Orrificio de la glindula esofégica dorsal; PE= Distancia desde la regién anterior de la cabeza hasta el
poro excretor; H= Longitud de la regién hialina de la cola; GB= Longitud del goberndculo; ESP= Longitud de la
espicula; 2= LIDMC; b= L/ LES; b= L/LGE; ¢= L/LC; ¢’= LC/DCA.

Fuente: Autores.
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ACP 1 (29,9%)

Figura 2.  Plano factorial y agrupamiento de individuos (hembras) de las poblaciones de
Radopholus similis (Rs) (izquierda), y acercamiento de los vectores (derecha).
Abreviaciones= RsB de Belalcdzar, RsB de Anserma, RsAt de Antioquia
(Carepa), RsP de Palestina.

Fuente: Autores.

En este sentido, las hembras de R. similis recolectadas de Belalcdzar y Anserma
(Caldas), las cuales conforman el grupo 1, se caracterizaron solamente por el cardcter
morfométrico longitud del eséfago (LES), debido a que el valor promedio de este
cardcter en el grupo fue mayor al valor promedio general, el cual ademds de tener
una alta correlacién con el CP2 es un cardcter moderadamente variable (Tablas 4 y
5). Lambert y Bekal (2002) mencionan que los musculos del eséfago le permiten al
nematodo extraer alimento a través del estilete y también expulsar secreciones de las
glandulas hacia el interior de las células de las raices de la planta. Por otro lado, Ryss
(2003) menciona que el tamano de las gldndulas esofdgicas en el género Radopholus
estd relacionado con la alimentacién del nematodo en las raices de las plantas, en
especial teniendo en cuenta que el tamafo de las glindulas es mayor en pardsitos
especializados. En este sentido, es posible que exista una relacién entre el tamano del
es6fago del nematodo y el grado de parasitismo.
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En lashembras de R. similis de Carepa (Antioquia), las cuales conforman el grupo 2, se
encontrd que sobresalen por los caracteres alométricos &y &), debido a que los valores
promedio de estos fueron superiores a los valores generales promedio, que ademis
de estar altamente correlacionados con CP2, son caracteres poco variables (Tablas 4
y 5). Seglin Ryss (2003), en nematodos pertenecientes a la familia Pratylenchidae, el
valor del cardcter alométrico & se incrementa durante el crecimiento postembrionario,
debido a la elongacién del cuerpo. En este sentido, Roy e# al. (2018) encontraron
variabilidad en el cardcter alométrico & en diferentes poblaciones de R. similis de la
India, lo cual contrasta con los altos valores en estos caracteres para la poblacién de
Carepa, posiblemente debido a las condiciones especificas de ambiente y hospedante
en esta region; los cuales pueden influir en el fenotipo resultante para esta poblacién.

Finalmente, las hembras de R. similis de Palestina, las cuales conforman el grupo 3,
sobresalieron por los caracteres morfométricos: longitud del cuerpo (L), didmetro del
cuerpo en la base del estilete (DCE), longitud del eséfago (LES) y longitud desde la
region anterior (cabeza) hasta la region posterior de la glindula esofigica (LGE); debido
a que los valores promedio de estos fueron superiores a los valores promedio generales,
los cuales ademds de estar altamente correlacionados con CP1 o CP2 son caracteres poco
variables (Tablas 4 y 5). En el mismo sentido, Koshy ez 4/. (1991), al estudiar la variabilidad
morfométrica de diferentes poblaciones de hembras de R. similis, consideraron a los
caracteres morfométricos L y LES poco estables debido a que estos oscilaron entre 4 y
10%, resultados que concuerdan con los obtenidos en este estudio (Tabla 5).

Variabilidad genética de R. similis

Para la secuenciacién se seleccionaron los productos de PCR obtenidos con las
parejas de iniciadores: RsSITS4F / RsSITS4R para la region I'TS y las parejas Rs18S3F
/ Rs183R para la regién 18S, correspondientes a las siete poblaciones de R. similis,
para un total de 14 secuencias nucleotidicas (siete secuencias por cada region
conservada). Sin embargo, solamente se analizaron 11 secuencias, debido a que tres
de éstas, correspondientes a la regién ITS de las poblaciones de Anserma y Belalcdzar
(Caldas) y Carepa (Antioquia) al analizarlas con el programa Sequencher 5.4 (Genes
code corp., Ann Arbor, MI) resultaron con baja calidad de secuenciacién, motivo por
el cual se eliminaron del estudio.

Regién ITS1-5.8S-1TS2

El producto de PCR obtenido en las amplificaciones de la regién ITS, para las
siete poblaciones de R. similis, fue del tamafio esperado (Tabla 2). Al comparar las
secuencias obtenidas en este estudio con las secuencias del banco de genes del NCBI,
utilizando la herramienta BLASTn, se obtuvo un porcentaje de similitud del 99,7%
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con la secuencia nucleotidica de la especie R. similis, proveniente de Costa Rica,

cédigo de acceso: HM212650.

El andlisis conjunto de las secuencias nucleotidicas (cuatro secuencias generadas en
este estudio y 61 secuencias obtenidas del NCBI de la regién I'TS) mostré variabilidad
intraespecifica en la especie R. similis. La construccién de la red haplotipica de la
regién ITS1-5.8S-ITS2 permiti6 identificar 17 haplotipos con una diversidad
de Hd= 0,8202. La matriz de distancias entre haplotipos permitié establecer los
porcentajes de diferenciacién entre ellos, donde el valor mds alto alcanzé 4,2% entre

los haplotipos H10 y H11 (Figura 3).

Este resultado fue similar a reportado por Tan ez 4l (2010), el cual fue de 4,6%
usando la misma regién genémica. De igual manera, Mdnera ez a/. (2010) al estudiar
la relacion filogenética de R. similis con las especies R. arabocoffeae 'y R. duriophilus,
también encontraron variabilidad intraespecifica de R. similis, con un porcentaje
mdaximo de diferenciacién de 5,6% en secuencias nucleotidicas pertenecientes a la
regién I'TS1 de diferentes poblaciones del nematodo, provenientes de varias regiones
alrededor del mundo. En el mismo sentido, Elbadri ez 2/ (2002) al estudiar la
variabilidad de R. similis de aislamientos provenientes de Centroamérica, el Caribe,
Africay Europa, usando la regién ITS, reportaron una diferencia genética maxima de
4%. Igualmente, Costa ez al. (2008) también encontraron variabilidad intraespecifica
de diferentes poblaciones de R. similis provenientes de Brasil, Australia, Cuba y Costa
Rica, reportando una distancia genética mdxima de 4,5%.

En la red haplotipica obtenida en esta investigacién se detecté que H1 fue el haplotipo
més coman de la especie R. similis, debido a que se encontré en la mayoria de los paises
(Sudédn, Malasia, Costa Rica, Guinea, Australia, Sudéfrica, Ghana, Uganda, Panam4,
Cuba y México) (Figura 3), lo cual coincide con lo reportado por Tan ez a/. (2010).

La alta variabilidad genética de R. similis solo se observé en Suddn (Africa) y Malasia
(Asia) debido a que, en estos paises, ademds de hallarse el haplotipo ancestral
(H1), también se encontré un mayor niimero de haplotipos, 10 en Suddn y seis en
Malasia (Figura 3). Estos resultados coinciden con los de Tan ez /. (2010), quienes
también encontraron variabilidad genética en Africa con 20 haplotipos y Asia con
10 haplotipos, en el cual se incluyeron poblaciones de R. similis provenientes tanto
de musdceas como de especies ornamentales. En el caso de Africa, Tan et al. (2010)
proponen que esta situacién probablemente se debe a que en este continente se
introdujeron varias poblaciones del nematodo desde el Sudeste Asidtico ain no
identificadas; hipétesis con la que han coincidido otros autores como Fallas ez al.

(1995) y Plowright ez al. (2013).
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Figura 3. Red haplotipica con 17 haplotipos detectados para la regién parcial ITS1-5.85-
ITS2 de Radopholus similis. Los circulos representan un tnico haplotipo, y su
tamafio es proporcional al niimero de secuencias que comparten un mismo
haplotipo. Las lineas transversales indican eventos mutacionales y los nodos
negros representan a haplotipos no muestreados (H1 - H17= Haplotipo 1 - 17).
Fuente: Autores.

En el caso de Centro América y el Caribe, se sabe que la variabilidad genética
de R. similis es baja (Tan et al., 2010). De acuerdo con los resultados de la red
haplotipica realizada en este estudio, se puede establecer que las poblaciones de R.
similis provenientes de paises como Panamd, Cuba, Costa Rica y México comparten
el haplotipo ancestral (H1), pero dos poblaciones de Costa Rica (cédigos de acceso=
HM212650 - HM212651) también comparten el haplotipo (H2), el cual se
caracteriza por estar distribuido también en varias regiones de Colombia (Antioquia,

Arauca, Caldas) (Figura 3).

En el caso especifico de Colombia, los resultados demuestran que la variabilidad
genética de R. similis en el pais es baja, probablemente porque al contrario de lo
ocurrido en Africa, solo una poblacién del nematodo se introdujo a Centroamérica
y el Caribe y a partir de esta se derivé el haplotipo colombiano (H2) (Figura 3).
Las poblaciones de R. similis recolectadas en Caldas, Quindio y Antioquia del
presente estudio, compartieron el mismo haplotipo (H2) junto con las poblaciones
colombianas de Manera et al. (2010), excepto la poblacién “Uraba4” proveniente
de Carepa, Antioquia (Cédigo de acceso: GQ281456) (Munera et al., 2010), el
cual corresponde a un tnico haplotipo (H3) derivado del haplotipo H2 en donde
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la diferenciacién entre ellos solamente estd marcada por un evento mutacional
(sustitucion) (Figura 3); resultado que también encontraron Tan ez a/. (2010).

Adicionalmente, la poca variabilidad genética encontrada en las poblaciones de R.
similis de Colombia posiblemente se deba a que una sola poblacién del nematodo se
introdujo a este pais, lo cual se puede explicar histéricamente con el establecimiento
de las plantaciones bananeras en el continente americano a finales del siglo XIX y
siglo XX, época en la cual paises como Colombia y Costa Rica importaron de Jamaica
y Panamd material de siembra de Musa AAA ‘Gros Michel” y ‘Gros Michel Coco’;
los cuales posiblemente ya estaban contaminados con R. similis. En los afios 60, al
remplazar estos materiales por Musa AAA del subgrupo Cavendish ‘Gran enano’ y
‘Valery’, susceptibles a R. similis, los dafos provocados por el nematodo comenzaron
a ser notorios (Marin et al., 1998).

Sin embargo, la situacién anterior no es la misma para todo el continente americano,
debido a que Costa ez /. (2008) mencionan que en Brasil la variabilidad genética
encontrada en diferentes poblaciones de R. similis se debié posiblemente a que
fueron introducidas desde Africa, donde se ha encontrado gran variabilidad genética
del nematodo (Fallas ez a/., 1995; Plowright ez al., 2013).

Gen 18S del ARNr

El producto de PCR obtenido en las amplificaciones de la regién parcial del gen 18S
del ARNIr para las siete poblaciones de R. similis fue del tamafio esperado (Tabla 2).

Al comparar las secuencias obtenidas con las secuencias del banco de genes del NCBI
utilizando la herramienta BLASTn, se obtuvo un porcentaje de similitud que oscilé
entre 99,8 y 100% con la secuencia nucleotidica de la especie R. similis.

De la base de datos del banco de genes del NCBI se seleccionaron siete secuencias
nucleotidicas correspondientes al gen 18S de la especie R. similis; las cuales estaban asociadas
a un origen y hospedante de Musa conocido. Posteriormente, se realizé el alineamiento de
las siete secuencias con las secuencias obtenidas en este estudio (siete secuencias); para un
total de 14 secuencias analizadas; obteniendo un fragmento de alineamiento de 398 pb.

Debido a que las secuencias del gen 18S de R. similis registradas en la base de datos
del NCBI son escasas, solamente se logré analizar un total de 14 secuencias de
Colombia, siete obtenidas en este estudio y siete disponibles en el banco de genes del
NCBI, depositadas por Munera et al. (2010). Mediante alineamiento mdaltiple de las
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secuencias se determiné que no habia variabilidad intraespecifica entre las poblaciones
de R. similis de Caldas, Antioquia, Arauca y Quindio, puesto que todas las secuencias
fueron idénticas entre si, excepto la secuencia “Uraba4” obtenida por Munera ez al.
(2010) proveniente de Carepa, Antioquia (Cddigo de acceso: GQ281456), la cual
solamente mostré discrepancia en un nucleétido con respecto a las 13 secuencias
restantes, resultado que también se obtuvo al analizar la regién parcial ITS.

En conclusidn, los caracteres morfométricos mostraron la existencia de variabilidad
intraespecifica entre las poblaciones de R. similis; lo cual permitié distinguir a las de
las poblaciones de Anserma y Belalcdzar por tener eséfagos més largos, las de Carepa
por sus mayores valores alométricos &y &) y las de Palestina por tener mayor longitud
del cuerpo y didmetro en la regién anterior en la base del estilete y con eséfagos
alargados. De igual manera, se demostré que no hubo variabilidad genética entre las
poblaciones de R. similis de este estudio. Sin embargo, la red de haplotipos mostré
variabilidad genética de las poblaciones colombianas de R. similis con respecto a las
asidticas y africanas.
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