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INTRODUCCIÓN   

El nemátodo blanco del quiste de la papa Globodera pallida (NBQP) es un organismo microscópico que parasita la raíz del cultivo de la papa.  Por muchos años este organismo ha coevolucionado con el cultivo y se encuentra ampliamente distribuido en  el mundo (Mayer 1981).

El NBQP causa daño que a menudo pasan desapercibidos y en muchas ocasiones sus niveles poblacionales están enmascarados.  En el suelo, una población del nematodo puede incrementarse diez veces en un año, mientras los daños solo se hacen visibles a cierto nivel de infección.  Las perdidas directas al cultivo, ocasionadas por el NBQP, pueden ser de un 15%, sin mostrar síntomas aéreos.  

En Centroamérica, los primeros reportes de la presencia del NBQP  se dieron en 1967 en Panamá, donde ésta plaga se desarrolló rápidamente y ocasiona problemas severos en el cultivo de papa (Tarté 1968). 

En Costa Rica fue reportado por primera vez en enero del 2005 en las plantaciones de papa para semilla ubicadas en  faldas del volcán Irazú, específicamente en la comunidad de La Pastora del Cantón de Alvarado  de la Provincia de Cartago.

Objetivo General

Establecer un procedimiento Vigilancia y Control del nematodo  blanco del quiste de la papa (G. pallida) en las zonas productoras de papa en Costa Rica.

Objetivo Específico

· Consolidar el sistema de Vigilancia y Control para el nematodo blanco del quiste de la papa.

· Recopilar y analizar la información recabada mediante las encuestas de ubicación y seguimiento de la plaga en las zonas productoras.

· Elaborar informes periódicos del proceso de seguimiento ejecutado con la finalidad de mantener informados a los sectores involucrados de forma oportuna.

· Aplicar las medidas fitosanitarias existentes para el manejo de la plaga.

· Evitar la importación de material especialmente solanáceas de países donde este presente la plaga

I.
FICHA TÉCNICA

1.1.  Nombre Científico:  Globodera pallida Stone, 1973
1.2.  Nombre común: Nemátodo blanco del quiste de la papa (NBQP)
1.3. Posición  taxonómica

· Reino: Animalia

· Phylum:  Nematoda

· Clase:  Secernentea

· Sub-clase:  Tylenchia

· Orden:  Tylenchida

· Suborden Tylenchina
· Superfamilia:  Tylenchoidea

· Familia: Heteroderidae
· Tribu:   Heteroderini
· Género:  Globodera

· Especie:  pallida
1.4.  Hospederos

El nemátodo blanco del quiste de la papa, se ha reportado en el grupo de las solanáceas principalmente el cultivo de papa. El rango de hospederos del nemátodo blanco está confinado a las solanáceas especialmente la papa Solanum tuberosum, el tomate Lycopersicon esculentum y sus híbridos y la berenjena Solanum melongena (CABI 2000, Stone 1973)
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 Figura 1.  Mapa de distribución mundial 

Fuente CAB Internacional, Crop Protection Compendium, 2005

1.6.  Distribución en  el país 

En Costa Rica; a la fecha la plaga se encuentra concentrada en plantaciones cercanas a las faldeas del Volcán Irazú.
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Figura 2.  Los puntos rojos muestran  las fincas positivas con el NBQP, en la provincia de Cartago-Costa Rica

1.6. Biología / Ciclo de Vida

G. pallida es endoparasítico sedentario, que permanecen normalmente en el suelo por 5-6 años y a veces hasta por 20. Cada quiste joven contiene 200-500 huevos. A los 60 días posterior a la siembra , las raíces de la papa, producen exudados radicales que estimulan la eclosión de los huevos, de los cuales emergen los juveniles de segundo estadío. Estos miden entre 470 y 500 µm de largo y entre 18 y 19 µm de ancho. Al salir del huevo, siendo el único estado infectivo, migra hacia el ápice radical por donde penetra. Después de recorrer algunos milímetros de la raíz, el juvenil se detiene y continúa su desarrollo como sedentario, pasando por tres estadíos juveniles (segundo, tercero y cuarto) antes de lograr el estado adulto. 

1.6.1. Ciclo de vida:


En la familia Heteroderidae, a la cual pertenece el género Globodera, existe un dimorfismo sexual muy marcado. Mientras el segundo estado juvenil es móvil y vermiforme, el tercero y cuarto estado juvenil, así como las hembras adultas, son inmóviles y abultados. Las hembras son esféricas y miden 500-600 µm diámetro. El tamaño es afectado por el huésped y por el nivel poblacional del nematodo, siendo más pequeñas cuando la población es elevada o el huésped se encuentra fuertemente dañado. El macho adulto es móvil y vermiforme y mide aproximadamente 1200 µm de largo y 28 µm de ancho; sin embargo, a veces se encuentran ejemplares que miden un poco más de la mitad del largo normal. Su capacidad patogénica no ha sido demostrada. La hembra posee un aparato reproductivo muy desarrollado y después de ser fecundada produce gran cantidad de huevos (hasta 500) que retiene en el interior del cuerpo. Cada huevo mide aproximadamente 40 x 80 µm.  . Los quistes se desprenden fácilmente de las raíces o de los tubérculos. Los huevos, al final del desarrollo embrionario, aproximadamente después de 2-3 semanas, contienen juveniles de segundo estadío. 
El período de tiempo que el nematodo necesita para cumplir una generación, desde la penetración del juvenil de segundo estado hasta la formación de quistes con huevos, es de 45-60 días, varía según las condiciones ambientales.  Estudios comparativos han demostrado que G. pallida se desarrolla mejor que G. rostochiensis a bajas temperaturas. Generalmente ocurre una sola generación por cada ciclo de cultivo de la papa. 
Algunas poblaciones de estos nemátodos no atacan mucho a los tubérculos, mientras que otras infectan y se desarrollan muy bien sobre ellos, convirtiéndose, este medio de propagación, en un vehículo efectivo de diseminación del patógeno.
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    Figura 3. Ciclo de vida de G. pallida
1.7. Sintomatología / Daños

El nematodo del quiste no causa síntomas específicos en la parte aérea de la planta que puedan tener valor para la diagnosis, los daños en las raíces hacen que la planta enferma muestre síntomas similares a los provocados por deficiencia de agua o de elementos minerales. Esto debido a una necrosis de las células de las raíces atacadas por los segundos estadios juveniles del nematodo.  Cuando éstos se detienen en el lugar definitivo de alimentación, las células alrededor de la cabeza del nematodo sufren una profunda transformación, las paredes celulares se engrosa, el citoplasma se torna denso y se origina el sincitio multinucleado de alta actividad metabólica, el cual es indispensable para la alimentación del nematodo. La formación del sincitio ocasiona una interrupción en el transporte de nutrientes de la planta  El follaje se vuelve amarillento y bajo condiciones de sequía se hace evidente una severa marchitez. La alta población de nematodos hace que la planta detenga su desarrollo y muera prematuramente mostrando además proliferación de raíces laterales.  

El efecto sobre el rendimiento varia de acuerdo a la densidad de nematodos presentes en el suelo, de ser alta puede ser la causa de un completo fracaso del cultivo.  

1.8 Diseminación / Dispersión

· Por partículas de suelo y tubérculos

· Maquinaria agrícola, herramientas, equipo y utensilios.

· Agua de riego y de escorrentía

· Animales

· Materiales vegetativos y suelo procedentes de áreas afectadas.

· Semilla

· Hombre
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II. MANEJO

2.1. TÉCNICO 

2.1.1 Delimitación de la plaga

La información sobre los productores y  las fincas (datos personales, coordenadas geográficas, tipo y densidad de siembra, variedades, situación de la plaga, etc) se recopilará en la boleta de ubicación y seguimiento.  El área de influencia para la vigilancia serán las zonas productoras de papa del país. 

2.1.2. Prospección (muestreo, trampeo, inspección, encuesta, seguimiento y verificación)

Las inspecciones se llevarán acabo en forma periódica para lo cual se utilizarán las encuestas de ubicación y seguimiento.

En el caso de los muestreos los mismos se realizarán en cada ciclo del cultivo, a los 60 días  de la siembra y después de la cosecha, así mismo en bodegas, donde se almacena la papa para consumo y semilla, esto tanto en área libres como con la presencia del nematodo.

2.1.3 Aplicación de Medidas Fitosanitarias

Aplicación de la Ley 7664 y su reglamento, decretos y medidas fitosanitarias.

2.1.4. Recopilación y Registro de la Información

La recopilación de la información será a través de las encuestas de ubicación y seguimiento y el registro de la misma en la base de datos del Servicio Fitosanitario del Estado La recopilación de la información será a través de las encuestas de ubicación y seguimiento y el registro de la misma en la base de datos del Servicio Fitosanitario del Estado

2.2. ESTRATEGIAS DE COMBATE

2.2.1  Control

2.2.1.1  Medidas agronómicas.

 El rango de huéspedes es limitado y por lo tanto, la rotación del cultivo de la papa con otros cultivos es muy efectiva en la lucha contra estos nemátodos. Generalmente, se puede lograr un alto rendimiento cultivando papa cada 4-5 años en campos altamente infestados. De todas formas, para poder recomendar una rotación efectiva, es necesario determinar el nivel poblacional de los nemátodos en el suelo y la tasa anual de disminución poblacional bajo condiciones locales. 

La preparación del terreno es una práctica que ayuda en la disminución de la plaga. Es importante la eliminación de papa involuntaria, malezas de la familia solanáceas y o rastrojo de cosecha, para que no haya hospederos del nematodo.

Debido a que este nematodo se distribuyen principalmente en tubérculos,  es muy importante que la semilla este libre de nemátodos. Para lograr este objetivo es necesario que el material de reproducción sea producido en áreas donde no haya sido reportado el mismo.
2.2.2. Legal

Elaboración y publicación de Medidas Fitosanitarias. La elaboración de dichas medidas estará bajo la responsabilidad del Servicio Fitosanitario del Estado (SFE).

3.  Notificación y Divulgación:   

Estará a cargo de centro de información y notificación del SFE.

III.
Sistema de Calidad

      3.1 Supervisión periódica de las labores de vigilancia y control.

      3.2  Revisión y actualización de los informes.

      3.3  Revisión, actualización y mantenimiento de la base de datos. 

ANEXOS
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ANEXO 1.  BOLETA GENERAL DE UBICACIÓN

*  Donde se recolectará la información que servirá de base para la asignación del código del productor , a través del sistema de vigilancia fitosanitaria.
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ANEXO 2.  BOLETA DE SEGUIMIENTO FITOSANITARIO

* Donde se consignaran las acciones de seguimiento de la plaga.

ANEXO 3.  MAPA DE DELIMITACIÓN DE LAS FINCAS AFECTADAS CON NQP EN LA ZONA NORTE DE LA PROVINCIA DE CARTAGO.
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*  Las áreas de color rosado corresponden a las fincas donde en este momento se ha reportado la plaga.

ANEXO 4.  PROCEDIMIENTO PARA EL MUESTREO DEL NQP EN PANTA, SUELO Y BODEGA.

MUESTREO DE NEMATODOS 

NEMATODO BLANCO DEL QUISTE DE LA PAPA 

OBJETIVOS
1- Determinar la presencia o ausencia de nematodos formadores de quistes (NBQP) en las zonas productoras de semilla y papa comercial del país.

2- Identificar sitios, áreas libres y/o de baja prevalencia de (NBQP) en las zonas productoras de semilla y papa comercial.

3- Servir como parámetro de evaluación, para posteriormente declarar sitios y áreas libres de (NBQP).

PROCEDIMIENTO DE MUESTREO 

Muestreo de Suelo.

· El muestreo será sistemático en cuadro.

· Las submuestras deben recolectarse a una profundidad de 20 a 25 cm, usando un barreno o palín, lavado y desinfectado.

· Se tomara una muestra por hectárea de la siguiente manera:

a)
En terrenos con presencia de la plaga se extraerán 100 submuestras por hectárea (10x10 m2).

b)
En terrenos donde se sospecha la ausencia de la plaga recolectar 400 submuestras por hectárea (5x5 m2).

· El total de submuestras se homogeniza y se procede a tomar 2 kg de suelo, Un kilogramo se enviará al laboratorio.

· La segunda muestra (1 kg)  quedará bajo custodia y responsabilidad del propietario u ocupante del área muestreada, sellada e identificada en caso que sea necesario repetir el análisis.

· Las muestras deberán ser colocadas en bolsas de polietileno, selladas y bien identificadas con: el código del productor y número de muestra.

· El código del productor lo definirá el sistema de vigilancia fitosanitaria  del SFE.
Muestreo en plantaciones. 

· 45 días después de la siembra muestrear 10 sitios /ha en forma aleatoria buscando plantas sospechosas, a las cuales se les revisará el sistema radical, en búsqueda de quistes.

· Si se observan éstos, colectar y depositar el sistema radical junto con la tierra que lo rodea, en bolsas plásticas estériles de un tamaño adecuado.

· Luego se procede al sellado de la bolsa e identificación con el código del productor y número de muestra, para enviarla al laboratorio, para su respectivo análisis

Muestreo de bodega (semilla)

· El muestreo se debe realizar por lotes de semilla, existentes en la bodega al momento de colectar la muestra. 

· Se deben tomar al azar tubérculos de cajas, mallas, o cualquier otro tipo de almacenamiento utilizado por el productor y proceder a recolectar la tierra de los mismos mediante un zarandeo sobre un plástico.

· Posteriormente se procede a recolectar la tierra zarandeada depositándola en una bolsa plástica herméticamente cerrada.

· También se debe colectar una muestra de tierra en diferentes sitios del piso de la bodega hasta completar  500 gramos de suelo.

· Las muestras deben ir identificadas con el código del productor, número de muestra y el lote muestreado, así como cualquier otra información que se considere oportuna (variedad, cantidad de semilla por lote Kg., procedencia, etc).
Envío de las muestras al laboratorio.

· Si se trata de raíces y tubérculos la muestra deberá ser enviada en las primeras 72 horas después de tomada, con la finalidad evitar el deterioro de la misma.

· Durante el tiempo de almacenamiento o traslado de la muestra al laboratorio, ésta debe mantenerse en un lugar fresco y no exponerse directamente al sol.

Recomendaciones generales.

Durante los muestreos (campo, bodega), se deberán tomar las siguientes precauciones:

1- Al ingresar al sitio de muestreo hacerlo con botas de hule o protector de zapatos.

2- Los implementos de muestreo (palines, barrenos, baldes y otros), deben estar lavados y desinfectados antes de cada muestreo.

3- Al muestrear bodegas la persona deberá protegerse, con guantes y mascarilla desechable con la finalidad de evitar contaminarse con polvo o plaguicidas utilizados en el tratamiento de la semilla y además evitar la diseminación de quistes por medio de las uñas.

4-  Se debe evitar el ingreso de vehículos a las fincas y áreas de muestreo o en su defecto deben estar lavados y desinfectado

Anexo 5.  PROCEDIMIENTO DE DIAGNOSTICO NQP
1. Ámbito de aplicación

Aplica para los nematodos de los géneros Globodera y Heterodera. 
2. Documentos de referencia

SOSA-MOSS,CARLOS. 1997 Clave para los Géneros y Especies de Heteroderidos (Nematodo) que se enquistan. Pág 3 y 4.

SENASA           Manual de Laboratorio ( en línea), Perú . consultado el 18 de mayo de 2005

www.senasa.gob.pe/intranet/capacitacion/cursos/curso_tingo_maria/problematica_nematodos_peru.pd
USDA. Nematology Lab; Extracción Procedures Some Procedures for Collecting and Preparing Nematodes for study Zafar A.Handoo and Donna Ellington.
www.barc.usda.gov/psi/nem/techn2.htm - 8k - 
JACOBB, J. J., BEZZOJIN, V. J.  1971.  A manual for practical work in Nematology – International Pesgraduate Nematology Course – Wageningen, Holland.

MAI. F. W. y  MULLIN G. P.  1996.   Plant Parasitic Nematodes. A Pictorial Key to Genera Cornell University Press _ Ithaca, USA.   277 p. 

M. F. JIMENEZ.   Nematropica, Vol. 2,  Nª 1,  1972.  19- 20.

NOMBELA, G y ANDRES, M.F.  1991.   Manual de Laboratorio – Diagnóstico de Hongos, Bacterias y Nematodos Fitopatógenos. Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentación.  Dirección General de Sanidad de la Protección Agraria. Madrid.
3. Participantes en la elaboración del documento

Ana Sedy Quesada S, Oscar Mario Fernández S..
4. Definiciones. 

Embudo de Fenwick: Este equipo consiste de un embudo colocado sobre una especie de jarra. El embudo tiene en la base de su parte ensanchada un tamiz o colador de 1mm de tamaño de poro. La jarra tiene forma trapezoidal en su parte superior, presenta los soportes del embudo y un aleta inclinada que bordea la jarra como collar, pero que termina en un solo conducto. En su parte inferior, la jarra, tiene un tapón que se retira para desaguarla y limpiarla. 
Nematodo- gusano muy pequeño, abundante en muchas áreas, importantes porque muchos de ellos ataca y destruye las raíces de planta. 
Nematodo formador de  quiste: Cualquiera de los miembros de cualquier de los géneros: cactodera, globodera, heterodera, punctodera. 

Quiste: en algunos géneros la hembra retiene los huevos dentro de su cuerpo, lo cual parece una bolsa de cuero.

Siracusa:

Plato petri:

5. Resumen del procedimiento. 

5.1 EXTRACCIÓN:

5.1.1 Secado de suelo a temperatura ambiente 

5.1.2 Método Modificado del Embudo de Fenwick  combinado con el  Método de la Acetona
5.2 IDENTIFICACIÓN

5.2.1 A través del microscopio utilizando una llave pictórica

6. Procedimientos.

6.1 METODOLOGÍAS PARA OBTENER NEMATODOS QUE FORMAN    QUISTES 

6.1.1   Con estas metodologías es necesario hacer secar la tierra con quistes para que estos una vez secos, floten en el agua, mientras que las partículas de suelo sedimentan.

6.1.2
La separación de los quistes del suelo, usando el principio de flotación, se puede lograr de varias maneras, pero a continuación se indican algunos materiales y métodos con sus procedimientos que pueden ser aplicados.

6.2  SECADO DE SUELO A TEMPERATURA AMBIENTE
Es el método más sencillo y consiste en:

6.2.1  Secar el suelo al aire a temperatura ambiente en un recipiente con papel absorbente o periódico y en un lugar que no le pegue mucho viento.  

6.2.2  Pasar el suelo, por partes, a un balón aforado de 250 ml y llenarlo con  

agua hasta un 75% de su volumen.

6.2.3 Agitar el balón que contiene el suelo durante 1-2 minutos de manera que los quistes floten agrupándose en las orillas del balón junto con otros residuos orgánicos del suelo. Llenar el balón con agua hasta el borde. 
6.2.4   Dejar reposar hasta que el agua se aclare.

6.2.5   Pasar todo el material sobrenadante del balón, haciéndolo rotar, a un papel de filtro de 18.5 cm de diámetro.

6.2.6   Dejar secar a temperatura ambiente el papel filtro.

6.2.7   Observar al microscopio de disección para separar los quistes.

6.2.8  Transferir los quistes a un plato siracusa de 2 cm. de diámetro, con la ayuda de una aguja con el extremo inferior húmedo para que los quistes se adhieran con mayor facilidad.

Tiempo de duración: 8 horas

6.3  MÉTODO MODIFICADO DEL EMBUDO DE FENWICK COMBINADO CON EL  METODO DE LA ACETONA 
6.3.1   Pasar el suelo por un tamiz de 18 mesh para quitar las basuras.

6.3.2.  Colocar 100 ml de suelo seco sobre el tamiz del embudo del equipo de Fenwick modificado.

6.3.3  Colocar un tamiz de 100 mesh (150 µm) de apertura de poro, para recibir lo que rebalsa de la jarra, graduando su altura para que no haya salpique y no se pierda el  material.

6.3.4  Lavar el suelo colocado en el tamiz del embudo, hasta que solo queden retenidas piedras, restos de raíces y material orgánico.

 Las partículas pesadas de suelo se van depositando en la parte inferior de la jarra.

           Algunas partículas pequeñas de suelo, quistes y restos orgánicos flotan, rebalsan, salen a través de la aleta de la jarra y se depositan en el tamiz de 100 mesh (si se espera  encontrar especies de quistes pequeños, se puede usar un tamiz de menor tamaño de poro). Las partículas menores de 150 µm y agua pasan a través del tamiz. Los quistes y restos orgánicos quedan retenidos en el tamiz).

6.3.4   Retirar el tapón de la parte inferior de la jarra para desaguar y dejar limpio 

el equipo.

6.3.5  Concentrar en un solo lado del tamiz de 150 µm los quistes y material orgánico que quedaron en el tamiz.

6.3.6  Transferir, con una pizeta y un embudo, el material concentrado a un balón aforado de 250 ml (los quistes y restos orgánicos flotan, partículas de suelo y algunos restos orgánicos sedimentan).

6.3.7   Llenar con acetona hasta la mitad del balón, para que los quistes floten con mayor facilidad.

6.3.8  Tapar el balón y agitar durante 1-2 minutos, para que los quistes se separen de los restos orgánicos.

6.3.9   Llenar con la acetona, hasta el borde del balón. (La mayoría de restos orgánicos se depositan en la parte inferior del balón, los quistes y algunos restos orgánicos afloran y se sitúan en la superficie de la acetona.

6.3.10 Colocar papel filtro de 18.5 cm sobre un embudo.

6.3.11 Decantar sobre el papel filtro los quistes y restos orgánicos haciendo rotar el balón aforado para que no retenga quistes.

6.3.12 Retirar con mucho cuidado el papel filtro, y colocarlo en un plato petri hacerlo secar a temperatura ambiente o en un desecador.

6.3.13 Observar bajo el microscopio de disección.

Tiempo de duración: 12 horas

6.4 IDENTIFICACIÓN

6.4.1 Identificar los quistes con la ayuda de llave pictórica, observándolos bajo el microscopio de disección.
7. Riesgos y precauciones

7.1 Utilizar gabacha, mascarilla y guantes dentro del laboratorio.

*Elaborado por el Área de Diagnostico Fitosanitario del Servicio Fitosanitario del Estado.

Identificación de Globodera pallida y Globodera rostochiensis usando la región ITS 1 (Vejl et al., 2002). 

1. Documento de referencia

MADANI, M; SUBBOTIN, S & MOENS, M.  2005.  Quantitative detection of the potato cyst nematode, Globodera pallida, and the beet cyst nematode, Heterodera schantii, using Real-Time PCR with SYBR green I dye.  Molecular and Cellular Probes 19:81-86.

VEJL, P; SKUPINOVÁ, S; SEDLÁK, P; DOMKÁROVÁ, J.  2002.  Identification of PCN species (Globodera rostochiensis, G. pallida) by using of ITS-1 region`s polymorphism.  Rostlinná Výroba 48(11): 486-489.

2. Aislamiento de ADN de nematodos o quistes utilizando buffer PCR (Adaptado de Madani et al., 2005)

- Procedimiento

· Enfriar los materiales en la lisis de nematodos a -20 ºC (agua destilada estéril, aguja para el aislamiento y ruptura de quistes, puntas de micropipeta, portaobjetos y tubos para PCR).  

· Limpiar el área de trabajo con alcohol de 70º.

· Seleccionar quistes color café claro u oscuro. 

· Colocar en una siracusa con agua estéril fría y eliminar suciedad.

· Agregar 10 μL de buffer lisis.

· Preparar el buffer lisis (Buffer PCR con (NH4)2SO4 1X, MgCl2 2,5 mM, y proteinasa K 0.05 µg/µL, ésta última se agrega justo antes de usar).  Se prepara 100 μL por cada muestra. 

· Colocar un portaobjetos estéril en un estereoscopio.

· Colocar una gota de 10 μL de buffer lisis sobre el portaobjetos y enfocar.
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