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ABUNDANCIA, DISTRIBUCION DE Radopholus similis Y HONGOS
ANTAGONISTAS DE NEMATODOS Y ENDOFITOS EN PLATANO (Musa sp)



RESUMEN

El platano (Musa sp) es la fruta méas cultivada en México, pero es atacado por diversas
plagas como los nematodos que dificultan su control con agroquimicos, por eso, el objetivo
de este trabajo fue determinar la abundancia y distribucion de hongos endofitos y
antagonistas a Radopholus similis en raiz de platano. Para el estudio se colectaron 54
muestras de 200 gr de suelo y raiz de distintas variedades en los estados de Veracruz,
Oaxaca y Puebla, de las cuales se extrajeron nematodos por el método de tamizado, se
contaron y caracterizaron morfolégicamente. Del tejido de las raices se hicieron cortes que
fueron observados al microscopio, y en los que se detectdé presencia de hifas fueron
colocados en medio ADS, y de esos cortes los hongos que crecieron fueron aislados y
caracterizados morfoldgicamente con claves taxonémicas. En total, 18 hongos endéfitos
fueron obtenidos, de los cuales 8 pertenecieron al género Trichoderma, 8 al género
Fusarium y 2 al género Glomus. De acuerdo a sus caracteristicas se observo la presencia de
Radopholus similis en muestras de suelo y en cortes de tejido de algunas raices,
encontrando mas ejemplares en la variedad manzano y en el estado de Oaxaca. Los estados
con mayor diversidad y abundancia fueron Oaxaca y Veracriz para Trichoderma
(IA=0.4210) y para Fusarium Oaxaca y Puebla (1A=0.4210), (la variedad manzano tuvo
asociado 3 generos de hongos endofitos (Trichoderma, Fusarium y Glomus). Cabe
mencionar que, de los géneros de hongos encontrados solo Trichoderma podria tener
especies antagonistas a nemétodos, sin embargo, el anélisis estadisco no mostrd relacién
entre la presencia de hongos enddfitos y la presencia de Radopholus similis lo que sugiere
la ausencia de este hongos en el estudio.

Palabras claves: Musa sp, variedades, morfologia, especies, nematodos, raiz.



ABUNDANCE, DISTRIBUTION OF Radopholus similis AND NEMATOID AND
ENDOPHYTAL ANTAGONIST FONGOSTS IN BANANA (Musa sp)

ABSTRACT
Banana (Musa sp) is the most cultivated fruit in Mexico, but it is attacked by several pests

such as nematodes that make it difficult to control with agrochemicals, therefore, the
objective of this work was to determine the abundance and distribution of endophytic fungi
and antagonists to Radopholus similis in banana root. For the study, 54 samples of 200 g of
soil and root of different varieties were collected in the states of Veracruz, Oaxaca and
Puebla, from which nematodes were extracted by the sieving method, morphologically
counted and characterized. From the root tissue, sections were made and observed under
the microscope, and those in which the presence of hyphae was detected were placed in
ADS medium, and from these sections the fungi that grew were isolated and
morphologically characterized with taxonomic keys. In total, 18 endophytic fungi were
obtained, of which 8 belonged to the genus Trichoderma, 8 to the genus Fusarium and 2 to
the genus Glomus. According to their characteristics, the presence of Radopholus similis
was observed in soil samples and in tissue sections of some roots, finding more specimens
in the apple variety and in the state of Oaxaca. The states with the highest diversity and
abundance were Oaxaca and Veracruz for Trichoderma (Al=0.4210) and for Fusarium
Oaxaca and Puebla (A1=0.4210), (the apple variety had 3 genera of endophytic fungi
associated (Trichoderma, Fusarium and Glomus). It is worth mentioning that, of the fungal
genera found, only Trichoderma could have species antagonistic to nematodes, however,
the statistical analysis showed no relationship between the presence of endophytic fungi
and the presence of Radopholus similis, suggesting the absence of this fungus in the study.

Keywords: Musa sp, varieties, morphology, species, nematodes, root.



I. INTRODUCCION

Las musaceas de frutos comestibles, se han convertido en el cuarto rubro alimenticio
energético de importancia en el mundo y el primero entre las frutas al presentar una
produccion aproximadamente a 54 millones de toneladas entre el 2016 y 2018 (FAO, 2019;
Brenes-Gamboa, 2017).

En todo el mundo se producen 113,212.452 toneladas de platano por afio, en el 2019 India
fue el principal productor, seguido de China e Indonesia, México ocupé el noveno lugar
con 2.1%. En ese mismo afio en nuestro pais los principales productores fueron Chiapas
con 29%, Tabasco con 24.6%; Veracruz con 13.9%; y Colima con 8.65%. La produccion
de Oaxaca y Puebla represento el 3.28 % y 1.51 % respectivamente. Asi mismo, también se
produjeron platanos en otros estados del pais, pero en una cantidad menos importante
(SIAP, 2019).

A pesar de que el platano forma parte de la dieta alimenticia de los mexicanos, su
produccion se ve afectada por varias plagas y enfermedades, entre ellas, las provocadas por
nematodos. Uno de los nematodos que gran dafio al cultivo de platano es Radophulus
similis, el cual ataca a las raices provocando necrosamiento del tejido del cual se alimenta,
sin embargo, pasan inadvertido (Guzmén et al.,, 2011). Asi mismo, los sintomas
secundarios se manifiestan clorosis de hojas, disminucion del nimero y tamafio de hojas,
mala calidad de los racimos, y volcamiento (Aranzazu y Castrillon, 2001).

Aungue se pone poca atencién a este tipo de plaga, Radophulus similis llegan a ser un
problema serio en plantas de platano pequefias utilizadas para restablecer plantaciones en
suelos infestados con esta plaga (Rosas-Hernandez et al., 2020). Una de las formas
efectivas de controlar este tipo de plaga es con el uso de productos altamente residuales y
de lenta liberacién, como lo es Metam sodio, Couter y Furadan aplicados al suelo en el
momento del trasplante, sin embargo, su uso debe ser controlado ya que resultan altamente
peligroso para los seres vivos; las plantaciones tratadas con alguno de estos productos
estaran protegidas por algunos meses mientras se desarrollan las plantas, sin embargo
después de un afio cuando las plantas produzcan hijuelos nuevos, éstos estaran
desprotegidos y sera dificil realizar nuevas aplicaciones de los productos mencionados

anteriormente debido a la mayor densidad de plantacion y a la forma de aplicacion de los



mismos, de esta manera las plantaciones se van haciendo viejas y por consiguiente se
incrementa la densidad poblacional de ésta plaga (Damian, 2016).

Hasta el momento no existe una marcada preferencia de los nematodos fitopatdgenos hacia
ciertas variedades de plantas, sin embargo, se ha descubierto en diversas investigaciones la
presencia de hongos antagonistas asociados a las raices de las plantas jugando un papel
importante, tanto en su importancia dentro del cultivo, en la abundancia y su distribucion;

por ello esta investigacion se dio a la tarea de perseguir los siguientes objetivos.



Il. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Determinar la abundancia, distribucién de Radopulus similis y hongos antagonistas a
nematodos y endofitos de raiz de platano (Musa sp.).
2.2 Objetivo especifico

o Caracterizar e identificar morfologicamente a Radopulus similis presentes en suelos
de raiz de diferentes variedades de platano.

e Caracterizar e identificar morfoldégicamente a las especies de hongos endofitos de
raices de diferentes variedades de platano.

e Determinar la abundancia y distribucion de especies de hongos enddfitos de raiz de
platano y antagonistas de nematodos de la variedad y la region.



1. HIPOTESIS

La abundancia y distribucién de Radopulus similis depende de la presencia de hongos

antagonistas a nematodos y endofitos en raiz de diferentes variedades de platano (Musa sp).



IV. REVISION DE LITERATURA
4.1 Antecedentes

El platano tiene su origen en Asia meridional, siendo conocido desde el afio 650, la
especie llego6 a las Canarias en el siglo XV y a finales del siglo XX y principios del XX se
inicio su cultivo comercial. En 1516 el platano se introdujo al continente americano y hasta
la fecha se sigue cultivando debido a que es apreciado por su sabor como postre, y en
muchos paises tropicales y subtropicales constituye una parte esencial de la dieta diaria de
sus habitantes (Robinson y Galan, 2012).

4.2 Produccién e importancia econémica del platano en México

La produccion de platano en México se distribuye en los estados con clima tropical a
subtropical, en el afio 2019 los principales productores fueron Tabasco, Chiapas, Veracruz
y Colima, Oaxaca y Puebla ocuparon el octavo y noveno lugar respectivamente. En ese
mismo afio la produccion dejo una entrada de divisas expresada en miles de pesos de $8,
818,483.90, donde Tabasco ocupo el primer lugar con $2, 117,921.05, Chiapas el segundo
lugar con $1,737,919.98, Veracruz el tercer lugar con $1,154,366.67 y Colima el cuarto
lugar con $1,154,366.67, sin embargo, los estados de Oaxaca y Puebla obtuvieron
$313,275.24 y $163,709.08 pesos respectivamente generando varios empleos en la region
de produccion (SIAP, 2019).

4.3 Tipos de platano en México

Las variedades que mas se sembraron en el 2019 fueron; enano gigante en primer lugar,
macho en segundo lugar y dominico en tercer lugar; el platano manzano ocup6 el séptimo
lugar de acuerdo al cuadro 1 de variedades de platano sembradas en ese afio (SIAP, 2019).

Cuadro 1. Variedades de platano sembradas en México

Variedad Superficie (Ha) Produccion Valor de produccion
Sembrada Cosechada en miles de pesos
Enano gigante 35,254.20 35,105.20 1,542,482.56 5,598,125.54
Macho 19,700.12 19,468.07 3,432.75 1,247,155.77
Dominico 8,901.70 8,724.70 151,703.04 609,383.24
Criollo 5,982.89 5,926.30 103,521.27 273,590.40
Tabasco 3,595.00 3,531.20 103,207.69 519,346.70



Valery 2,978.48 2,815.48 81,678.95 366,934.01

Manzano 1,694.70 1,650.20 18,909.33 85,160.13
Pera 1,249.00 1,246.00 17,518.87 34,475.45
Morado 999.00 985.00 15,156.83 72,518.56
Tahi 163.00 141.00 1,940.79 11,794.10
(SIAP, 2019).

4.3.1 Platano macho

Este fruto llega a medir de 7 a 15 cm de largo y hasta 4 cm de didmetro. Posee una
forma poco curveada y puede llegar a pesar 200 g por unidad. Estéa cubierto por una cascara
verde que pasa a ser de un color amarillo intenso al madurar la pulpa es blanca, y rica en
almidon, proporcionando una consistencia harinosa. Las semillas son negras, globosas,
tienen un tamafio de 6 X 5 mm y estas incrustadas en la pulpa. A mayor cantidad de
semillas en el fruto mayor es su tamafio. No es considerado un fruto dulce, pues apenas
contiene hidratos de carbono sencillos; por lo que su sabor no es bueno para el consumo en
fresco. En México los estados productores de platano macho son Chiapas, Campeche,
Tabasco, Guerrero, Jalisco, Colima, Oaxaca, Puebla y Veracruz (Solis, 2007).

4.3.2 Platano dominico

En tamafio es considerado el mas pequefio de los platanos, pero el méas dulce. Es
producido en los estados de Tabasco, Puebla, Veracruz, Jalisco, Michoacén y Nayarit. Se
caracteriza por no medir méas de 10 cm de largo. Al madurar su color es amarillo brillante y
su forma se relaciona con la forma de los dedos (Galvan, 1992).

4.3.3 Platano manzano

Posee un tamafio similar al dominico, aunque el grosor es mayor. La piel al madurar se
torna amarilla con tonalidad “oro palido”. Esta variedad posee un sabor dulce (mezcla de
manzana y platano), su aroma es agradables y con poca acidez. Produce racimos
abundantes de 16 a 18 unidades. Comunmente se cultiva en Quintana Roo, Chiapas,
Oaxaca, Puebla, Veracruz y Nayarit. (INTAGRI, 2020).

4.4 Nematodos en plantaciones de platano

El platano es atacado por diversas plagas, entre ellas los nematodos, los cuales son

organismos de tamafio microscopico que causan dafio directo a las raices como
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necrosamiento de los tejidos celulares que consumen. Los sintomas secundarios, se
manifiestan en la parte aérea de la planta, y puede ser clorosis, reduccion de su crecimiento,
disminucion del nimero y tamafio de hojas, mala calidad de los racimos, volcamiento,
desraizamiento (Aranzazu y Castrillon, 2001). Estas manifestaciones son muy parecidas a
las causadas por deficiencias nutricionales, microorganismos patdgenos y por otros insectos
plaga que atacan la raiz y cormo de la planta como el picudo negro por lo que muchas veces
esta plaga pasa inadvertida (Castrillon, 2003).

La diseminacion de los nematodos a grandes distancias se hace unica y exclusivamente
por semilla. Al interior del cultivo se hace a través de agua, herramientas, maquinaria y el
hombre. Por lo tanto, el manejo consiste en una buena seleccion de semilla y en un
programa de fertilizacion que incluya materia orgénica (Aranzazu y Castrillon, 2001).

El problema es mayor cuando se dejan las raices adheridas a la semilla y es aun mas
grave si se siembran plantas recién paridas con sus colinos.

4.4.1 Manejo integrado de nematodos en platano

Entre las actividades que se realizan para el control de ésta plaga se encuentran las
medidas de prevencion, tales como: realizar andlisis de suelos para determinar poblaciones
de nematodos, sembrar material sano certificado, nunca sembrar semillas que se extraen de
cultivos afectados para evitar su diseminacion, evitar sembrar platano intercalado con
cultivos con dafios ocasionados por esta plaga, a la que también son susceptibles por
ejemplo; el café, las hortalizas, los citricos, el aguacate, los forestales, entre otros
(Manzanilla 2020).

4.4.2 Control fisico

Esta tactica se basa en desinfectar el suelo con calor elevando la temperatura hasta 50°C
durante 30 minutos con vapor o agua caliente para matar adultos y huevos de nematodos, o
esterilizar el suelo con Basamid (Navarro, 2016).

4.4.3 Control cultural

Algunas de las actividades contempladas dentro del control cultural son: Sembrar bajas
densidades de plantas, descolinar y eliminar residuos de cosecha, especialmente cormos y
raices afectadas mediante repique, desinfestar las herramientas y los implementos agricolas

utilizados al realizar las labores del cultivo (Damién, 2016).



4.4.4 Control quimico

En esta tactica de control el uso de productos antes de la siembra o durante el desarrollo
del cultivo ha sido cuestionado por su alta toxicidad, y porque estos productos sélo
controlan los nematodos del suelo, pero no los que ya han penetrado dentro de la raiz, como
es el caso de Radophulus similis y Pratylenchus sp. (Aranzazu y Castrillon, 2001).

Algunos nematicidas que se aplican al suelo antes de la siembra son: metam sodio,
Fostiazato, y Fluensulfone.

Para el caso del metam sodio es un producto que da origen al gas metil isotiocianato
(MIT) el cual actua sobre los organismos del suelo. Sin embargo, para lograr un buen
control con este producto se debe de vigilar de que su aplicacidon se lleve a cabo cuando las
temperaturas en el suelo fluctden entre 10 y 25 °C, con la finalidad de lograr un buen efecto
fumigante, las dosis de este producto se deben aplicar entre 300 y 600 L/ha, considerado un
periodo de exposicion de 18 a 21 dias previo al trasplante. Por otra parte, si se aplica
fostiazato en la fumigacion, esta se puede hacer entre el tercero y sexto dia antes del
trasplante a razon de 10 L/ha y es necesario mantener la humedad del suelo hasta el
trasplante, con riegos cortos para que se mantenga la solucién acuosa del suelo donde esta
diluido el producto. Asi mismo, el producto fluensulfone se debe realizar la aplicacion 11
dias antes del trasplante en aproximadamente 30 m?3 de agua/ha, en el caso de que riego sea
por goteo se puede agregar en el sistema de riego para que el producto actle al contacto con
los nematodos y al cabo de una hora los nematodos dejan de alimentarse, se paralizan, y
después de 24 a 48 horas mueren, también este producto se puede aplicar directamente al
suelo siempre y cuando se realice un riego de 10 m3 de agua/ha 48 horas antes de aplicar el
producto. (INTAGRI, 2017).

4.4.5 Control bioldgico

Esta tactica de control esta basada en el uso de microorganismos entomopatdgenos,
como es el caso concreto de los hongos (Paecilomyces lillacinus) y otros como Fusarium
sp. La aplicacion de estos microorganismos al suelo para el control de nematodos
fitoparéasitos en platano presenta ventajas directas al controlar los nematodos parasitos del
suelo y raiz, y mejora los rendimientos al incrementar el peso del racimo y el peso y tamafio

de los dedos. Adicionalmente el uso de hongos como Paecilomyces lillacinus, aumenta la



presencia de géneros de hongos y bacterias, enriqueciendo de esta forma la microflora del
suelo (Tello, 2016).

4.4.6 Nematodo barrenador Radopholus similis

El primer registro Radopholus similis fue observado por primera vez por Nathan August
Cobb (el padre de la nematologia de Occidente) en julio de 1891 en Nueva Gales del Sur,
en raices necroticas de Musa sapientum, provenientes de las islas Fiji. Dos afios después
(1892), Cobb nombro al nematodo como Tylenchus similis y registré que las hembras no
fueron observadas (Cobb, 1892). Posteriormente, en 1915, Cobb recibié cormos de banano
Gros Michel infectados con este nematodo enviados desde Jamaica y encontrd especimenes
adicionales, que fueron usados para realizar una descripcion y publicacion més completa de
la especie.

Después del primer registro, Radopholus similis se ha encontrado en regiones tropicales
y subtropicales donde crece banano y platano, excepto en lIsrael, Islas Canarias, Islas Cabo
Verde, Chipre, Creta, Mauricio y Taiwan (Gowen et al., 2005). A pesar de que Radopholus
es un género originario de Australia y Nueva Zelanda, la especie Radopholus similis se
encuentra en las areas tropicales y subtropicales del mundo (Araya, 2003).

4.4.7 Principales practicas de manejo de Radopholus similis

Las alternativas de manejo integrado de Radopholus similis estdn determinadas por
varios factores agrondémicos como los siguientes:
1) Evitar el ingreso de los nematodos en el suelo antes de establecer un cultivo,
mediante las siguientes practicas:

¢ Debido a que Radopholus similis no se encuentra en suelos virgenes, se debe evitar su

ingreso a ellos antes de la siembra. Para lograr esto, es esencial utilizar material de siembra

limpio libre de fitonematodos para establecer una nueva plantacion.

¢ Realizar analisis de nematodos fitoparéasitos en raices y suelo para conocer la presencia o

ausencia de otros géneros en sus poblaciones.

e Tratar de hacer solarizacion, es decir, tratamiento del suelo con calor por radiacion solar.
2) Reducir la cantidad de nematodos en el material de siembra, mediante las siguientes

practicas:



e Cuando sea posible, utilizar plantas provenientes de cultivos de tejidos (in vitro).
e Obtencion de colinos de plantas libres de nematodos fitoparasitos y otros agentes
causantes de enfermedades.
e Como Radopholus similis sobrevive en cormos y raices infectadas, realizar remocion de
capas externas del rizoma “pelado” de tejido infectado para disminuir su poblacion;
ademas, esta practica permite hacer inspeccion del tejido blanco para observar la presencia
de picudos.
e La practica de la limpieza sanitaria “pelado” de los cormos se debe realizar fuera del
campo, y los cormos necroticos severamente lesionados deben ser descartados y dejar
solamente los limpios para la siembra. Esta actividad es relativamente facil y no es costosa.
¢ Eventualmente, se puede hacer inmersion de colinos en agua caliente a 55°C por 20 min o
en agua hirviendo por 1 min.

3) Promover la sanidad y el vigor de las raices de las plantas para ayudarlas a tolerar o

competir con la presion de los nematodos u otros patégenos, mediante las siguientes

practicas:

e Aplicacion de nematicida en el sitio de siembra y en suelo. En cultivos comerciales,
cuando las poblaciones de nematodos son altas, la manera mas comdn de controlarlo es con
la aplicacion frecuente de productos quimicos organofosforados o carbonatos (no volatiles),
los cuales son aplicados como granulos sobre la superficie del suelo alrededor de la planta.
e Preparacion éptima del suelo antes de la siembra, ya que en suelos sueltos ocurre mejor
crecimiento y desarrollo del sistema radical, reflejado en una mayor cantidad y longitud de
raices, contrario a lo que sucede en suelos pesados y compactados.

e Incorporacion constante de enmiendas organicas bien procesadas como gallinaza, pulpa
de café, ceniza, porcinaza, etc., las cuales promueven la sanidad y el vigor de las raices en
cultivos de musaceas, permitiéndoles competir mejor con los nematodos.

4.5 Hongos endofitos

Un hongo endofito, es aquel que habita en una planta sin causar sintomas aparentes de
enfermedad. La estrecha relacion que existe entre el enddfito y su planta hospedera se
considera de gran importancia, ya que el hongo es capaz de producir metabolitos
bioactivos, asi como modificar los mecanismos de defensa de su hospedera, permitiendo e
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incrementando la sobrevivencia de ambos organismos. Estudios recientes demuestran la
enorme capacidad que tienen los hongos endofitos para producir compuestos activos que le
confieren proteccion a su hospedera contra el ataque de patégenos y herbivoros,
constituyendo una nueva via para la obtencién de diversos precursores 0 moléculas
(Sanchez et al., 2013). Muchas especies de endéfitos pueden afectar diferencialmente la
tasa de uso de fotosintatos, ya que las especies varian en sus requerimientos y preferencias
nutritivas. Esto podria afectar al hospedero, al inducir agotamiento de ciertos productos y/o
acumulacién de otros, de acuerdo con la presencia y/o dominancia de ciertos endéfitos
(Gamboa-Gaitan et al., 2005).

Los hongos endéfitos son un grupo muy diverso y polifilético que habita en diversas
partes de las plantas. La mayoria pertenecen al phylum Ascomycota, aunque también se han
encontrado en los Basidiomycota, Zigomycota y Oomycota (Rosa, et al., 2011).
Histéricamente se han clasificado en clavicipitaceos y no clavicipitaceos, basados en su
filogenia e historia de vida (Schulz y Boyle, 2005).

Algunos autores como Rodriguez et al., (2009) los clasifican tomando en cuenta su
taxonomia, sus plantas hospederas, su evolucion y sus funciones ecoldgicas. En esta
clasificacion se conservan los grupos en clavicipitaceos y no clavicipitaceos, y este Gltimo
se divide en tres clases (Cuadro 2). Los clavicipitaceos son los endofitos que colonizan los
pastos, mientras que los no clavicipitaceos colonizan las plantas no vasculares, helechos,
coniferas y angiospermas.

Cuadro 2. Grupos y clases de hongos enddéfitos

CRITERIO CLAVICIPITACEOS
CLASE 1

Rango de hospederos Reducido
Tejidos que colonizan Tallo y rizomas
Colonizacion in planta Extensiva
Biodiversidad in planta Baja
Transmision* Vertical y horizontal
Funcidn ecologica Incrementan la biomasa de la planta, confieren tolerancia a la sequia

y producen metabolitos secundarios toxicos para los herbivoros
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NO CLAVICIPITACEOS

CLASE 2 CLASE 3 CLASE 4

Extenso Extenso Extenso

Tallo, hojas y rizomas Tallo, hojas, corteza, flores, frutos Raices
Limitada

Extensiva Extensiva
Alta

Baja Desconocida
Horizontal

Vertical y horizontal Horizontal

Inducen resistencia a las enfermedades,
Incrementa la biomasa de la proteccion contra los herbivoros y Inhiben el crecimiento
planta, confieren tolerancia al modifican la sensibilidad al estrés de  patdgenos vy
estrés bidtico y abidtico y abidtico mediante la produccion de los producen metabolitos
protegen contra los hongos metabolitos secundarios secundarios  toxicos
patdgenos por accion de los para los herbivoros
metabolitos secundarios

Rodriguez et al., (2009).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion del experimento

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de usos Multiples de la Facultad de Ciencias
Agricolas y Pecuarias (BUAP), en San Juan Acateno, Teziutlan, Puebla, ubicada a
19°52°31” latitud norte y 92°22°02” longitud oeste (Figura 1).
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Figura 1. Localizacion de la Facultad de Ciencias Agricolas y Pecuarias

5.2 Muestreo de suelo y raiz de platano en diferentes localidades de los estados

Oaxaca, Veracruz y Puebla

Las muestras fueron extraidas de los estados de Oaxaca en el municipio de San Juan
Bautista Tuxtepec, en el estado de Veracruz en el municipio de San Rafael y en el estado de

Puebla en el municipio de Hueytamalco (Figura 2).

13



55 BEh EERLES

4azET
—

=
<¢; 2

T

OAXACA

w -

1z

San Ltepes

\3@ / 3
- k
% 3 i
s % —
5:3 A{Q? - £
; & :
- PUEEBLA : ,,-:ﬂ_'
L
‘\é

1TT#zT

Lk o] EERLIEE

Figura 2. Localizacion del municipio San Juan Bautista Tuxtepec, San Rafael, y
Hueytamalco en los estados de Oaxaca, Veracruz y Puebla

respectivamente

Se tomé un total de 54 muestras de raiz de platano, 15 en el estado de Oaxaca, 20 en
Puebla, y 19 en Veracruz, todas fueron tomadas en los meses de febrero y mayo del afio
2021. Cada muestra se conformo por 200 gramos de suelo con mas de 5 raices por planta la
cual tuvo una altura de 1 a 1.5 metros. Las muestras fueron colectadas con una pala, con la
cual se abri6 un hueco en la base de la planta para extraer su raiz principal y parte de suelo
que fue colocado en bolsas siplox de 10 x 10 cm. Cada muestra fue etiquetada con la
ubicacion de GPS, la localidad, ademas de la variedad de platano muestreada, y cada vez
que se uso la pala para tomar una muestra ésta se lavé con agua y se asperjé con alcohol.
En cada parcela se tom6 un promedio de 5 muestras segun el cuadro siguiente (Cuadro 3)
una en cada esquina y una en el centro de cada parcela en caso del muestreo en cultivos con
variedades de plantas homogéneas, en caso de cultivos con variedades de plantas
heterogéneas como es el caso de platano manzano el muestreo fue dirigido a las plantas

existentes.
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Cuadro 3. Origen y numero de muestras de suelo en diferentes variedades de platano

en localidades de los estados de Oaxaca, Veracruz y Puebla

Estado Localidad  Ubicacion Variedad Total de muestras de raiz
con suelo
Oaxaca Papaloapan  18.901400 Manzano 5
(Mpio. -96.600990
Tuxtepec) Sta. Teresa  18.088900 Manzano 5
-96.111411
San Rafael  18.801910 Manzano 5
-96.601220
Veracruz El Pital Enano gigante 5
(San Rafaél) El Pital 20.154665 Manzano 4
El Pital -96.894102 Macho chifle 5
El Pital Macho 5
papaloapan
Puebla Zompanico Dominico 1
(Hueytamalco)  Zompanico  20.007250 Manzano 3
Zompanico -97.348500 Morado 1
Zompanico Tabasco criollo 1
Zompanico Morado 1
Zompanico Manzano 1
Zompanico Tabasco 1
Zompanico Dominico 1
Zompanico Morado 5
Zompanico Morado 3
Zompanico Macho 2

Todas las muestras se colocaron en hieleras de unicel con refrigerante y se enviaron al

laboratorio de la Facultad de Ciencias Agricolas y Pecuarias para su analisis.

5.3 Analisis de muestras de suelo de raiz de diferentes estados y variedades de

platano para localizar nematodos

Figura 3. Método del tamizado (Agrios, 2004)
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Para realizar el aislamiento de nematodos del suelo se siguid la técnica de tamizada
descrita por Agrios (2004), y de cada muestra se tomaron 200 g de suelo que fueron
colocados en una charola de aluminio de 30 x 15 cm y se mezclaron, posteriormente se les
agrego 1.5 L de agua y nuevamente se mezcld hasta obtener una mezcla homogeénea la cual
fue pasada por un tamiz de 14 mallas (14 orificios por pulgada cuadrada) que retuvo los
residuos de gran tamafio pero permitio el paso de los nematodos con algunos residuos de
menor tamafo, esta mezcla fue colectada en un recipiente vacio y posteriormente se pasé
por un tamiz de 40 mallas (Figura 3.) el cual retuvo residuos de gran tamafio pero dejé
pasar los nematodos con residuos de menor tamafio que a su vez se pasaron a travées de un
tamiz de 200 mallas la cual retuvo los nematodos, los cuales fueron retirados de la
superficie del tamiz haciendo de 4 a 5 lavados con agua destilada de una pizeta, el agua
generada de cada lavado y que arrastrd los nematodos fue colectada en frascos de 30 mL
con agua desionizada para su posterior identificacion. Todos los tamices fueron lavado de
2 a 3 veces después de su uso con el objetivo de remover los residuos que pudieran alterar

los resultados.

5.4 Analisis de raiz de diferentes variedades de platano y maleza para deteccion de
hongos endofitos en los diferentes estados

Para el analisis de las raices se siguio el esquema de la figura 4, para lo cual, primero se
lavaron las raices y se les realizd 3 cortes longitudinales de 1 a 2 mm de grosor los cuales
fueron colocados en portaobjetos con azul de lactofenol de acuerdo con el método de
Subhashini et, al., (2016) para su posterior observacién en un microscopio compuesto y
electronico y detectar la presencia de hongos enddfitos. De las muestras observadas
anteriormente con presencia de hongos, se realizaron 5 trozos de 3x0.5 cm cuadrados
aproximadamente, se lavaron con hipoclorito de sodio al 1% por 1 minuto, se enjuagaron
con agua estéril y se secaron con sanitas estériles, posteriormente se colocaron sobre medio
de cultivo ADS contenido en cajas Petri, todo se realizd en condiciones estériles. Las cajas
se incubaron a 28 ° C por 72 horas, y se esperd a observar crecimiento externo de los trozos
de raiz. El crecimiento observado se aisl6 en medio ADS nuevo para su identificacion

morfoldgica.
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Figura 4. Esquema de la ruta de investigacion para analisis de hongos endofitos

5.5 Caracterizacion morfoldgica.

Para la caracterizacion se emple6 la forma de crecimiento, asi como la tonalidad de las
colonias de los microorganismos en el medio de cultivo PDA. Ademas, se realizaron
observaciones en microscopio compuesto para lo cual se colocaban trozos pequefios de
hongos sobre un portaobjetos y se cubria con un cubre objetos. En la muestra se describid
la forma y tipo de micelio, asi como la forma y tipo de esporas presentes. La
caracterizacion de cada género se llevo a cabo con ayuda de claves taxondémicas de

identificacion descritas por Barnett y Hunter (1998).

5.6 Variables a evaluar

e Cantidad de especies de hongos antagonistas a nematodos y endofitos de raiz de
platano dependiendo de la variedad.

e Cantidad de especies de hongos antagonistas a nematodos y endofitos de raiz de
platano dependiendo del lugar.

e Relacion entre cantidad de especies de hongos presentes por region y numero de

nematodos presentes.
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5.7 Analisis estadistico

Para estimar la distribucidn de las especies de hongos, se cuantifico la presencia de
cada una de ellas en cada variedad y cada estado. La frecuencia relativa se calculé usando
la formula (Krebs, 1993).

Frecuencia frecuencia de la especie
relativa. 2valores de frecuencia X 100
de todas las especies

Donde:
Frecuencia de la especie x = frecuencia absoluta obtenida en los muestreos de cada sitio.

Posteriormente se generara el indice de abundancia usando la férmula:

IAspp. = % frecuencias relativas
ndmero total de
sitios muestreados

IAspp. = indice de abundancia de cada una de las especies identificadas.

Con estos datos, se generaron gréaficas de distribucion y de abundancia de las principales
especies de hongos.
También se calcul6 la riqueza de las especies.

H’ = - ®3pi log2pi
Donde:

S = riqueza de especies; Pi = Proporcion de individuos de la especie i respecto al total de
individuos; ni = numero de individuos de la especie i.

_ S
Bw = _S
Donde:

S = Riqueza de especies y S = Promedio de la riqueza de cada sitio

Para determinar la relacién de las variables; presencia de hongos enddfitos de raiz y
antagonistas a nematodos, variedad de platano, lugar (Estado de la republica muestreado)
con la distribucion y abundancia de individuos de Radophulus similis se realiz6 una
regresion bivariada con el paquete estadistico R version 4.0.
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VI.RESULTADOS Y DISCUSION

6.1  Identificacion morfoldgica de hongos antagonistas de nematodos y benéficos

enddfitos de raiz de platano

Se caracterizd un total de 18 aislados (Cuadro 4.) los cuales fueron de extraidos del

interior de la raiz de plantas de platano (Figura 7) y de los cuales 8 presentaron

caracteristicas del género Trichoderma, 8 caracteristicas de género Fusarium y 2

caracteristicas del género Glomus de acuerdo a la metodologia descrita por Sun y Guo

(2012).
Cuadro 4. Caracterizacion de hongo por género
Aislado Colonia en Tipo de micelio Conidiéforos  Fialide Género
medio ADS

V 1.5.2 Verde oscuro Elevado sobre el Ramificado Corto Trichoderma
medio y septado

V 1.3 Verde oscuro Elevado sobre el Ramificado Corto Trichoderma
medio y septado

V 1V.2.1 Verde oscuro Elevado sobre el Ramificado Corto Trichoderma
medio y septado

V 1V.2.3 Verde oscuro Elevado sobre el Ramificado Corto Trichoderma
medio y septado

V 1IV.3.2 Verde oscuro Elevado sobre el Ramificado Corto Trichoderma
medio y septado

V IV.5.1 Verde oscuro Elevado sobre el Ramificado Corto Trichoderma
medio y septado

O 122 Amarillo Elevado sobre el Glomus
medio y liso

O 131 Blanco con Elevado sobre el Simple Corto Fusarium

contorno medio y septado ancho
rosado
O 1.3.2 Verde oscuro Elevado sobre el Ramificado Corto Trichoderma

19



medio y septado

O 11.3.1  Beige Elevado sobre el Glomus
medio y liso
O 11.42  Verde oscuro Elevado sobre el Ramificado Corto Trichoderma
medio y septado
O 111.2.1 Blanco con Elevado sobre el Ramificado Largo y Fusarium
contorno medio y septado delgado
rosado
O 111.2.2 Rosa con halos Elevado sobre el Ramificado Largo y Fusarium
blancos medio y septado delgado
P 1131 Blanco Elevado sobre el Simple Largo y Fusarium
medio y septado delgado
P 11.3.2 Marrén con Elevado sobre el Simple Largo y Fusarium
tonalidades medio y septado delgado
naranja
P IIL5 Marrén con Elevado sobre el Ramificado Corto Fusarium
tonalidades medio y septado con
naranja esporas
P IV.5.1 Blanco Elevado sobre el Simple Corto Fusarium
medio y septado con
esporas
P IV.5.2 Blanco Elevado sobre el Simple Corto y Fusarium

medio y septado

ancha

Todos los hongos aislados obtenidos en medio de cultivo fueron visualizados
previamente dentro del tejido (Figura 5) para corroborar que se estaba aislando micelio
enddfito. En algunas muestras de tejido de raiz se observo micelio septado (Figura 5Aa y
5Ea), en algunos s6lo se observé micelio ramificado dentro del tejido celular (Figura 5B, C

y D), algunos micelios se observaron mas gruesos que en otros.
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Figura 5. Micelio observado internamente en el tejido de raiz. Aa'y Ea Hifas de

micelio




6.1.1 Descripcién morfoldgica del genero Trichoderma
Son hongos imperfectos con micelio septado (Figura 6Cc), sus conidiéforos son distintos

aungue cortos o reducidos a clavijas en algunos géneros, se encuentran separas y no estan
agrupados de ninguna manera (Figura 6Ee), estan ramificados o con un grupo de ramas o
fialides cerca o en el &pice de manera irregular, no verticales (Figura 6Tt); los conidios son
tipicamente unicelulares o parcialmente bicelulares, no permanecen en cadenas y estan
ramos pequefios juntos por el limo (Figura 6VV). Las caracteristicas en las que se baso la
clave taxondmica concuerdan con las descritas por Barnett y Hunter (1998).

6.1.2 Descripcion morfologica del genero Fusarium
Estos son hongos con micelio septado (Figura 7Ee), sus conidioéforos son cortos y

distintos (Figura 7Hh), hialinos ramificados o simples reducidos a clavijas; los conidios
suelen tener mas de tres células aunque a veces varia (Figura 7Xx), son fragmosporos con
paredes transversales pero no oblicuas sin apéndices y son tipicamente mas grandes (Figura
7), en forma de canoa (Figura 7Xx) (Barnertt y Hunter, 1998).

6.1.3 Descripcién morfolégica del genero Glomus
La taxonomia de los hongos en los Glomales es fundada principalmente en la estructura

de sus esporas o esporocarpos (Figura 8E). La morfologia de las esporas esta genéticamente
desconectada de otras quizas mas plasticas aspectos de estos hongos (Walker, 1992). La
aparente simplicidad de la estructura de las esporas puede parecer ser una barrera para crear

una taxonomia viable.
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Aislado Micelio Conidio Hifa Conidioforo
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Figura 6. Caracteristicas del género Trichoderma, Cc Hifas de micelio septado, Ee
conidioforos distintos reducidos a clavijas, Tt conidioforos ramificados

irregularmente y Vv conidios en ramos
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Aizlado Micelio Conidioforo Hifa Conidio

0 131

O If2.1

O I22

P II31

P IIL5

P IVil

P IV52

Figura 7. Caracteristicas del género Fusarium, Cc Hifas de micelio septado, Hh
conidi6foros cortos, Xx conidios
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Aislado Micelio Clamidospora Hifa

0 122

O I1.3.1

Figura 8. Caracteristicas del género Glomus, A-D Micelio, B-E clamidospora y C-F
hifa

6.2 ldentificacion morfoldgica de Radopholus similis en raiz de platano

Los nematodos encontrados tuvieron el cuerpo sin segmentos y mas 0 menos
transparentes (Figura 9A), cubiertos de una cuticula hialina, marcada por estrias u otras
marcas, fueron redondos en seccién transversal, con boca y sin extremidades, muchos
parecidos a lombrices o con forma de anguila.

Asi mismo, segin Luc et al. (2005), el género de nematodo fitoparasito, tienen en la
region anterior un 6rgano de alimentacion llamado estilete (Figura 9B), que en algunas
especies puede ser modificado. El estilete es usado para perforar o penetrar las células de
las raices y el cormo u otros 6rganos como tallos, hojas y frutos, y a través de él extraen los
nutrientes de las plantas hospedantes, causando enfermedades, también se pudieron ver
nematodos de sexo masculino que presentaron una espicula casi al terminar la cola (Figura
9C) a diferencia de las hembras que no presentaron este 6rgano (Agrios, 2004).
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Figura 9. Caracteristicas de Radopholus similis. B Estilete. C Espicula

La cabeza de las hembras un poco més redondeada y mas delgada en contorno con el
cuerpo. En general la cabeza de los machos en forma de boton con una constriccion (Figura
9 B) estas caracteristicas concuerdan con las descritas por Roi et al., (2018) para
Radophullus similis. Asi mismo los nematodos con estas caracteristicas se observaron
también dentro del tejido de algunas muestras de raiz (Figura 10 B y C) por lo que se

confirma la existencia de R. similis en muestras de platano en raices de plantas de platano.

Figura 10. Nematodos con caracteristicas de Radopholus similis dentro de la raiz. A

dafio en raiz por nematodos. B y C Presencia de nematodo dentro del tejido

La cuantificacion de estos nematodos por cada 200g de suelo mostré mayor presencia de
éstos en Oaxaca Figura 13A a diferencia del estado de Puebla. Asi mismo cundo se hizo la
cuantificacion por variedad se observo que la variedad manzano presenté mayor cantidad,
estos resultados podrian entenderse como la existencia de afinidad de los nematodos por el
lugar de origen y por la variedad, sin embargo Agrios (2004) menciona que no se ha

encontrado dicha afinidad de esta especie por algunas variedades de plantas.
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Figura 11. Presencia de Nematodos con caracteristicas de Radopholus similis
obtenidos por cada 200g de suelo. A Presencia por estado. B Presencia por
variedad

6.3 Abundancia y distribucién de géneros de hongos benéficos enddfitos en raiz y

antagonistas a nematodos de platano con respecto a su origen

De los tres géneros encontrados dos presentaron igual indice de abundancia (Figura 13)
y Glomus fue el género que tuvo menor indice de abundancia. La presencia de
Trichoderma y Fusarium en raices de plantas de platano es comun (Hernandez-
Dominguez et al., 2019) sin embargo, la ausencia en este estudio de una buena asociacion
simbidtica entre Glomus con las plantas de platano difiere de los estudios realizados por
Jaramillo y Rivillas (2001) quienes encontraron colonizaciones superiores al 80% en
raices de plantas de platano con este género. Por otra parte en el estado de Oaxaca se
observo la mayor abundancia de géneros de hongos dicha abundancia estan asociada a
caracteristicas del suelo tales como pH, cantidad de materia organica presente, diversidad
de malezas presentes (Yang et al., 2012) sin embargo en este estudio no se analizaron estas
caracteristicas del suelo.
IAgénero = indice de abundancia de cada uno de los géneros identificados.
IAgénero de Trichoderma = 8/19 = 0.4210
AlAgénero de Fusarium = 8/19 = 0.4210
IAgénero de Glomus =3 /19 =0.1578
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Cuadro 5. Indices de abundancia de los géneros de hongos encontrados en tres estados

muestreados
Hongo IAgénero Estado Poblacion Punto GPS
aislado
Trichoderma  0.4210 Veracruz, Oaxaca 8 20,154665, -96.89412
Glomus 0.1578 Oaxaca 2 18,9.1400, -96,6.0990
Fusarium 0.4210 Oaxaca, Puebla 8 18,9.1850, -96,6.1120

En general, se detectaron tres géneros de hongos enddfitos de raiz de plantas de platano
de distintas variedades y el estado donde se encontré6 mayor cantidad de géneros de hongos
endofitos fue Oaxaca (Figura 12). Los géneros mas ampliamente distribuidos dentro de la
raiz fueron Fusarium y Trichoderma, el género Glomus se presentd con menor frecuencia
(Figura 12). De acuerdo con Hernandez- Dominguez et al., (2019) los factores de
precipitacion, temperatura y radiacion solar, asi como la disturbancia de la estructura del
suelo por labores culturales influyen en la diversidad de estas dos especies de hongos, de
esta manera ellos encontraron que cuando la temperatura, precipitacion y radiacién solar
fue mayor la cantidad de esporas encontradas en el suelo disminuy6, asi mismo cuando a la
parcela se le realizaron labores de cultivo como deshierbe y remosién de suelo la cantidad
de esporas también disminuyd. Por otra parte en el género Trichoderma se ha encontrado
una amplia diversidad en suelo ya que es una especie que ha sido capaz de adaptarse a

distintos ambientes (Du Plessis et al., 2018).
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Figura 12. Distribucidn de géneros de hongos al cuantificar su presencia por estado
muestreado
De éstos tres géneros identificados en este estudio solo Trichoderma se ha reportado
que presenta especies virulentas a nematodos como lo es Trichoderma viridae la cual se ha

reportado atacando a Radophulus similis (Thammaiah, 2019).

6.4 Abundancia y distribucion de hongos benéficos endofitos y antagonistas a

nematodos asociados a raiz de platano de diferentes variedades

Cuadro 6. Indices de abundancia de los géneros de hongos encontrados en diferentes
variedades muestreadas

Género de 1A género Variedad
hongo aislado

Trichoderma  0.4210 Enano gigante, manzano, macho chifle, macho
papaloapan

Glomus 0.1578 Manzano

Fusarium 0.4210 Manzano, dominico, macho
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La mayor abundancia la presentaron los generos Trichoderma y Fusarium, sin
embargo, el primero se encuentra mayormente distribuido en mas variedades, es decir lo
podemos encontrar de manera enddfita al muestrear cualquier variedad de las que se
mencionan en la gréafica de la figura 13. De acuerdo con Zum, (2002) quien aislé hongos
enddfitos de cuatro plantas de banano de Guatemala, encontr6 que Fusarium y
Trichoderma spp. fueron los enddfitos mas comdnmente encontrados, probablemente por
su gran tolerancia a condiciones ambientales extremas y a habitats donde los hongos le
permiten sobrevivir en diferentes suelos y asociarse a diferentes variedades (Silvia et al.,
2013).

Fuscriun | >

Macho

o

Fusarium - 1

o Fusarin [ s
N Glomus _ 3

Trichoderma _ 3

Macho

Variedades muestreadas
Enano Manzan Macho papaloa Manzan Manzan Dominic
pan

Trichoderma - 1

chifle

o

trichoderna | *
Trichoderma - 1

0 1 2 3 4 5 6
Numero de veces que se presento el género del hongo

gigante

Figura 13. Distribucion de géneros de hongos al cuantificar su presencia por variedad
muestreada
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También en la grafica 11 se puede observar que la variedad manzano es la que tiene
asociada a su raiz mayor cantidad de géneros de hongo a diferencia de las demas
variedades. De acuerdo con Xiaomi et al. (2010) indican que los nichos y la estructura
genética de las poblaciones de Trichoderma endofito se han relacionado con la diferencias
en microambientes de la superficie y el interior de las raices, este fendmeno es respaldado
con el hecho de que estas Trichodermas tienen una mayor conservacion genética y son
compatibles con microambientes relativamente estables dentro de las raices, lo que podria
ser un factor por el cual esta variedad de platano tuvo mayor diversidad de géneros de

hongos presentes.

6.5 Relacion entre la abundancia y distribucion de géneros de hongo antagonistas y

presencia de Radopholus similis

Para determinar la correlacion entre las variables indice de abundancia de géneros de
hongos con el indice de abundancia R. similis se determind el coeficiente de correlacién, el
cual fue de -0.6473312, mientras que R? =Coeficiente de determinacion=0.419, lo que
indica una correlacion inversa, es decir; una correlacién negativa la cual es una relacion
contradictoria entre estas dos variables, de modo que el valor del indice de abundancia de
géneros de hongos (1A géneros de hongos) es probablemente bajo cuando el valor de indice
de abundancia de R. similis (IA R. similis) es alto. Ademés es evidente que el valor -
0.6473312 no representa una fuerte relacién por que no se acerca a 1, asi mismo esto no
implica que un comportamiento tenga alguna influencia causal sobre el otro.

Lo mismo sucede entre la relacion de géneros de hongos y nimero de nematodos
(R.similis), donde el indice de correlacién fue de 0.644902022 (Figura 14 A), mientras que
el indice de determinacion fue de 0.415898618 (Figura 14 B).

Los géneros de hongos aislados no presentaban virulencia para Radophulus similis, por

€s0 no existe una relacion de asociacién entre ambos.
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Figura 14. Relacion entre indice de abundancia de hongos con el indice de abundancia
de R. similis (A). Relacion entre la distribucion de los géneros de hongos con

la distribucion de nematodos
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VII. CONCLUSIONES

Se concluye que la abundancia y distribucion de Radopholus similis no se determind
por la presencia de los hongos endodfitos encontrados en las diferentes variedades
muestreadas ya que el valor obtenido en ambos no presenta relacion.

Rhadopholus similis es una especie de répida reproduccion que se puede localizar en
las distintas variedades de platano, con un cuerpo sin segmentos y de color casi
transparente con boca y sin extremidades.

Los hongos endofitos antagonistas a nematodos (Radopholus similis) presentes en la raiz
de las diferentes variedades de platano (Musa sp) fueron Trichoderma, Fusarium y Glomus.

Con respecto a los estados muestreados Oaxaca presentd la mayor diversidad de géneros
de hongos endofitos.

En las variedades de platano muestreadas la que conté con mayor presencia de hongos
endofitos fue el manzano.

En recopilacion de datos Trichoderma y Fusarium fueron los géneros de hongos
enddéfitos con mayor presencia en los estados de Veracruz y Puebla respectivamente, siendo

Glomus el género con menor indice.
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