Nota de Investigacion

PRESENCIA DE NEMATODOS EN PATRONES DE CITRICOS EN ISABELA,
PUERTO RICO'?

Laura Vdsquez-Rojas?, Rebecca Tirado-Corbald**, Roberto Vargas-Ayala®,
Elvin Romdn-Paoli® y Dania Rivera-Ocasio*

J. Agric. Univ. P.R. 102 (1-2):107-112 (2018)

Los citricos (Citrus spp.) son cultivos de importancia mundial. Para satisfacer la
mayor demanda de fruta fresca y de sus derivados, ocasionada por el aumento pobla-
cional, se ha incrementado la superficie sembrada (FAOSTAT, 2018; Spreen, 2001). Los
principales paises productores de citricos son China, Brasil, Estados Unidos, México y
Espaiia, con producciones de 27,370; 16,361; 10,131; 6,370 y 6,312 miles de toneladas,
respectivamente (Dansa, 2013). Durante el periodo fiscal 2013-2014, las siembras de
citricos en Puerto Rico ocuparon una superficie de 39,370 hectareas en el area central
de la isla; el valor de la produccién alcanzé $14.2 millones, comprendido entre naranjas,
limones y toronjas principalmente (Departamento de Agricultura de Puerto Rico, 2018).

Los citricos han sido amenazados por varias plagas y enfermedades, destacando una
amplia poblacién patogénica de virus, hongos, bacterias, insectos y nematodos, ocasio-
nando pérdidas econémicas considerables (Mc Bride et al., 2010). Dentro de los nema-
todos fitoparasitos asociados a este cultivo, el Tylenchulus semipenetrans (Cobb) Thorne
es la especie de mayor presencia e importancia econémica en América, Asia, Europa y
Australia (Crozzoli et al., 1997; Gené et al., 2005; Verdejo, 1992). En Puerto Rico, el ne-
matodo se reporté ocasionando clorosis y enanismo en arbolitos de citricas en un vivero
(Roman, 1978).

El nematodo de los citricos tiene un habito semiendoparasitico sedentario y se ali-
menta mayormente en las células corticales de las raices (El-Borai et al., 2002; Coyne
et al., 2010; Crozzoli, 2002). En Venezuela, se han reportado pérdidas en la produccién
de hasta un 37% (Crozzoli y Gonzélez, 1989), esto debido a que provoca un decaimiento
lento de la planta, clorosis, pérdida de vigor, reduccion en tamano y peso de los frutos
(Duncan, 2005; Irshad et al., 2012).

La finalidad de esta investigacién fue cuantificar e identificar diferentes grupos de
nematodos en huertos de lima ‘Tahiti’ (Citrus latifolia Tan) y mandarina ‘Nova’ (Citrus
reticulata) injertadas sobre varios patrones de citricos. Ambos huertos se establecieron
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en el 2009 en la Subestacion Experimental Agricola de Isabela de la Universidad de
Puerto Rico en un suelo del orden Oxisol de la serie Coto (muy fino, caolinitico, isohiper-
térmico Tipico Hapludox) (Mufioz et al., 2018). La Subestacion de Isabela est4 localizada
al noroeste de la isla, a una altura de 128 metros sobre el nivel del mar.

Los patrones muestreados en el huerto de lima ‘Tahiti’ fueron ‘Carrizo’ (Citrus sine-
nesis x Poncirus trifoliata), ‘Limén de Cabro’ (Citrus jambhiri), ‘HRS 812’ (Sunki man-
darin, Citrus reticulata x Poncirus trifoliata (L.) Raf.), ‘HRS 896’ (Cleopatra mandarin x
Rubidoux trifoliate orange) y ‘Swingle’ (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata). Los patro-
nes muestreados en el huerto de mandarina ‘Nova’ fueron ‘Carrizo’, ‘Cleopatra’ (Citrus
reshni Hort. Ex Tan), ‘Limén de Cabro’, ‘HRS 812’ y ‘Swingle’. En los dos huertos, los
arboles estaban sembrados arreglados en un diseno experimental de bloques completos
al azar con cuatro repeticiones. Durante los 18 meses que duré la investigaciéon no se
aplicaron nematicidas.

Se realizaron dos muestreos de raices y suelo en julio del 2015 y 2016. Para determi-
nar la poblacién de nematodos, se colectaron 200 g de raices (con un didmetro de 0.5 a 1
c¢m) a una profundidad de 20 a 30 cm. Para la recolecciéon de muestras de suelo, se utilizé
un barreno a una profundidad de 30 cm, se descartaron los primeros 5 cm para eliminar
el efecto de malezas y se colocé alrededor de 500 g de suelo en una funda pléstica. Las
muestras de raices y/o suelo en campo se colocaron en una nevera provista con hielo para
mantener una temperatura de 10 a 15 °C.

En el Laboratorio de Nematologia del Recinto Universitario de Mayagiiez, de la Uni-
versidad de Puerto Rico, se realizé la extraccion de nematodos fitoparasiticos y de vida
libre presentes en el suelo mediante el método de embudo de Baermann, adaptado de
Christie y Perry (Conce et al., 2016; Vargas et al., 2008). Se colocaron 250 g de suelo en
un tamiz de 149 nm y debajo de este se coloc6 un tamiz de 45 um. Para cada muestra, se
lavé el suelo con agua del grifo hasta que se observara que saliera agua limpia a través
de los tamices. Los tamices tenian una inclinacién de 45° para evitar la pérdida de ne-
matodos. Finalmente, con una espatula y una botella de lavado se colocé la suspensién
del tamiz (45 um) en el embudo Baermann con una rejilla metdlica y un papel toalla ha-
medo (Kimwipes®, KimtechScience, E.E.U.U)%. Las muestras se dejaron reposar por 48
horas, luego se extrajeron los nematodos de la parte inferior del embudo y se recolectaron
en un tubo de 8 ml. Las muestras en los tubos de 8 ml se dejaron reposar por 48 horas
adicionales. Transcurrido este tiempo, se descartaron 4 ml de cada tubo y el volumen
restante se calentd, por medio de bano Maria a 80° C por ocho minutos; los nematodos se
preservaron anadiendo una solucién de 4 ml de formaldehido al 5%.

Para extraccién de los nematodos en las raices, estas se lavaron con agua del grifo
para eliminar las particulas de suelo y se cortaron a 1 cm de longitud. Se pesaron 10 g
de raices y se colocaron en una licuadora con 10 ml de agua por 10 segundos (Crozzoli et
al., 1997). Posteriormente, la solucién se filtr6 por los dos tamices (149 y 45 pm) con una
inclinacién de 45° y se lavé con agua del grifo hasta que se observara el agua limpia a
través de los tamices. El tejido que quedo en el tamiz de 45 um se colocé en un embudo
Baermann que tenia una rejilla metélica con un papel de toalla himedo y este se dejé
reposar por 48 horas. Se tomaron 8 ml de la parte inferior del embudo. Transcurridas
48 horas adicionales se fijaron los nematodos segin descrito anteriormente. Se utili-
zaron claves taxon6micas pictéricas para la identificacién de los grupos funcionales de
nematodos fitoparasitos y de vida libre (Mai y Mullin, 1975), utilizando un estereoscopio

5Los nombres de compafiias y de marcas registradas solo se utilizan para proveer
informacién especifica y su uso no constituye garantia por parte de la Estaciéon Expe-
rimental Agricola de la Universidad de Puerto Rico, ni endoso sobre otros productos o
equipo que no se mencionan.
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(Leica®, Leica Zoom 2000, Modelo Z45V, EE.UU.) y un microscopio compuesto (Olympus
U-TV1X-2, Tokio, Japén).

Se verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de los datos de cuantifi-
cacion de nematodos. Estos se sometieron a un anélisis de varianza (P<0.05) utilizando
el programa estadistico “Infostat Professional” 2017 (Di Rienzo et al., 2017). Al obtener
diferencias significativas, se realizé una separaciéon de medias segin Tukey.

En las muestras de raices, tomadas en el 2015, de los huertos con los patrones lima
‘Tahit’ y mandarina ‘Nova’ no se encontré ni el nematodo de los citricos (T semipene-
trans) ni otros nematodos parasiticos reportados en citricos, tales como Belanolaimus
longicaudatus, Pratylenchus coffeae, P. brachyurus, Radopholus similis, Xiphinema vul-
gare y X. americanum (Duncan, 2005; Rivas et al., 2002). Resultados similares fueron
reportados por Crozzoli et al. (1997), donde no se obtuvo el nematodo 7' semipenetrans en
muestras de citrumelo ‘Swingle’ en los valles altos de Carabobo y Yaracuy en Venezuela.
Mashela et al. (1992), Crozzolli y Gonzalez (1989) y Duncan y Eissenstat (1993) han
evidenciado que ciertos patrones de citricos como ‘Swingle’y P. trifoliata son resistentes
a la presencia de este nematodo.

Las muestras de suelo tomadas en los afios 2015 y 2016 en ambos huertos de citricos
no mostraron presencia de nematodos parasiticos. Igbal et al. (2007) y Kayani et al.
(2012) demostraron que el pH del suelo es uno de los factores limitantes para el desarro-
llo de este nematodo. En comparacién con suelos alcalinos, en suelos acidos las poblacio-
nes son inferiores, correspondiendo al pH de suelo presente en el sitio de estudio (~4.5 a
5.2) (Tirado Corbala et al., 2018). Otro factor que limita la presencia y supervivencia de
este nematodo es el tipo de patron (Igbal et al., 2005; Rivas et al., 2002).

En general, para los dos afios de muestreo de suelo (2015 y 2016) se encontraron ne-
matodos de vida libre en mayor proporcion que los fitoparasitos (Cuadro 1). Los nemato-
dos mas abundantes identificados en ambos huertos fueron de vida libre y pertenecian a
las familias Rhabditidae (en los patrones ‘Carrizo’, ‘HRS 896’y ‘Swingle’) y Dorylaimidae
(‘HRS 812’). Wachira et al. (2009) sostienen que un aumento de la poblacién de nemato-
dos de vida libre (bacteriéfagos, micéfagos, omnivoros y depredadores) esta asociado al
contenido de materia organica en el suelo. Estudios realizados por Tirado-Corbalé et al.
(2018) en ambos predios encontraron un contenido de materia organica entre 4.5y 5.9%.

Los nematodos parasitos con mayor presencia fueron de las familias Hoplolamidae
y Pratylenchidae (‘Carrizo’, ‘HRS 812’, ‘HRS 896’y ‘Limén de Cabro’), coincidiendo con
las especies fitoparasiticas reportadas por Rivas et al. (2002) en cultivos de citricos en

Numero de nematodos/250 g de suelo

Niimero de nematodos/250 g de suelo

Carrizo  HRS 812 HRS89 Limén de Cabro Swingle Carrizo  Cleopatra HRS 812 Limon de Cabro Swingle

Patrones Patrones

Ficura 1. Promedio de nematodos de vida libre en huerto, afio 2016: A) mandarina
‘Nova’y B) lima ‘Tahiti’ en Isabela, Puerto Rico, injertadas en cinco patrones. Columnas
con letras iguales no presentan diferencias estadisticas significativas (P>0.05).
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El Salvador y las reportadas por Junior et al. (2011) en Brasil (Cuadro 1). En nuestro
estudio, los patrones que no presentaron ataque de nematodos fueron ‘Carrizo’, ‘Cleopa-
tra’y ‘Swingle’.

Cuando se realizé el anadlisis de nematodos de vida libre en ambos huertos para el
ano 2016, se encontré diferencia significativa (P> 0.05) entre los patrones Limén de Ca-
bro y Cleopatra en el huerto de lima ‘Tahiti’; mientras que no se encontraron diferencias
significativas entre los diferentes patrones en el huerto de mandarina ‘Nova’ (Figura 1).

En conclusién, en las muestras procesadas, tanto de raices como de suelo, de los
huertos de lima ‘Tahiti’y de mandarina ‘Nova’en el 2015 y 2016, no se detecté el nemato-
do de los citricos (7. semipenetrans). Por otro lado, al cuantificar el nimero de nematodos
totales en los dos huertos, se observaron bajas poblaciones de nematodos, lo cual puede
estar asociado al déficit de humedad del suelo debido a la ausencia de lluvia en los meses
de muestreo (junio 2015 y junio 2016).
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