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RESUMEN
Los nematodos del género Meloidogyne causan pérdidas significativas en la produccion del
jitomate por lo que en los Gltimos afos se han empleado varias técnicas para su control, siendo
el método quimico el mas utilizado, pero con efectos nocivos para el medioambiente. Una
opcion que reduce el empleo de agroquimicos en el control de poblaciones de nematodos es la
estrategia bioldgica, razon por la cual la presente investigacion tuvo como objetivo la
identificacion y aislamiento de hongos que controlan Meloidogyne de manera natural en raiz de
jitomate. La colecta de muestras se llevo a cabo de junio a agosto del 2025 en un invernadero
de San Sebastian, Teziutlan, Puebla cultivado con jitomate, mientras que el aislamiento, la
identificacion morfoldgica y molecular de los diferentes hongos se realiz6 en las instalaciones
de la Facultad de Ciencias Agricolas y Pecuarias de la BUAP. Se identificaron morfologica y
molecularmente 46 aislamientos, de los cuales 60.87% pertenecen al género Fusarium y 39.13%
a Trichoderma, especificamente Trichoderma harzianum. El mayor parasitismo de nematodos
fue por Fusarium con una media de 0.218 nematodos, a diferencia de Trichoderma el cual tuvo
una media de 0.312 y un porcentaje de parasitismo de 3.12%, sin embargo, la distribucion de
ambos géneros en el espacio muestreado no tuvo un patron definido. El conocer el parasitismo
natural de hongos nematéfagos de Meloidogyne permite visualizar su potencial como agentes

de control de nematodos los cuales son un problema en la produccion de jitomate.

Palabras clave: Raiz, invernadero, identificacién, PCR, Trichoderma.
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ABSTRACT
Nematodes of the genus Meloidogyne, which are found in almost all agricultural areas, cause
decreased in tomato production. Therefore, in recent years several techniques have been used
for their control, mostly using the chemical method, which has harmful effects on the
environment. For this reason, the biological strategy is presented as an option to reduce the use
of agrochemicals in the control of nematode populations. Therefore, this investigation was
aimed to identify and isolate fungi with potential for the control of Meloidogyne in tomato roots
occurring naturally. Sample collection was carried out from June to August 2025 in a greenhouse
in San Sebastian, Teziutlan, Puebla cultivated with tomato, while the isolation, morphological
and molecular identification of the different fungi was carried out at the Faculty of Agricultural
and Livestock Sciences of the BUAP. Morphologically and molecularly, 46 isolates were
identified, of which 60.87% belong to the genus Fusarium and 39.13% to Trichoderma,
specifically Trichoderma harzianum. The highest nematode parasitism was by Fusarium with
an average of 0.218 nematodes, unlike Trichoderma which had an average of 0.312 and a
parasitism percentage of 3.12%, however, the distribution of both genera in the sampled space
did not have a defined pattern. Understanding the natural parasitism of Meloidogyne
nematophagous fungi allows us to visualize their potential as agents for controlling nematodes,

which are a problem in tomato production.

Keywords: Root, greenhouse, identification, PCR, Trichoderma.



I. INTRODUCCION

El jitomate o tomate rojo (Solanum Lycopersicum) es originario de sur de América, y ha sido
consumido desde los afios 700 d.C. por el pueblo Azteca, pero su gran éxito lo alcanzo a inicios

del siglo XIX en el mediterraneo donde era el ingrediente principal de la cocina (FAO, 2022).

En cuanto a consumo y cosecha en el mundo, el jitomate es una de las hortalizas mas importantes
debido a su valor econdmico, teniendo una produccion de 192.3 millones de toneladas, en un
area de cosecha de 5,412,458 ha, obteniendo un rendimiento de 35532.5 kg-ha™ en el afio 2023
(FAOSTAT, 2023).

En el afio 2023 la produccion de jitomate en México fue de 3.636 millones de toneladas siendo
los estados de Sinaloa, San Luis Potosi, Jalisco, Michoacan y Morelos los mas importantes a
nivel nacional, sin embargo, aunque es un cultivo de gran importancia, también es un cultivo
con muchas complicaciones en la produccion, siendo las plagas y las enfermedades una de las

problemadticas mas importantes (SIAP, 2023).

Dentro de los fitopatégenos més dafiinos economicamente a la produccion de jitomate a nivel
mundial se encuentran los nematodos pertenecientes al género Meloidogyne, dado que
perjudican gravemente el sistema radical de la planta, ya que tienen un extenso rango de
hospedantes. En México se ha reportado la existencia de cuatro especies de Meloidogyne en
diversos estados del pais; M. arenaria, M. hapla, M. javanica y M. incognita las que han tomado
gran relevancia, debido al grave dafo econdmico que provocan a la produccion de jitomate

(Martinez et al., 2019).

En este contexto, es necesario el establecimiento de tacticas de control tales como la aplicacion
de nematicidas quimicos y organicos, la solarizacion del terreno, la utilizacion de especies
mejoradas y resistentes, y el control biologico (Inés, 2021) que han demostrado distintos grados
de eficacia. Siendo la tactica quimica una de las alternativas mas utilizada en el control, sin
embargo, en las ultimas dos décadas y hasta la actualidad, se han documentado graves dafios

que su implementacion ha provocado al medio ambiente.

De esta manera, el control bioldgico surge como una de las tacticas mas viables que pueden

disminuir los impactos negativos tanto para el medio ambiente como para los consumidores



finales, siendo los hongos nematéfagos uno de los mejores microorganismos que ayudan a
combatir a los distintos géneros de nematodos, incrementan la diversidad de otros
microorganismos en el suelo y pueden sustituir la aplicaciéon de nematicidas quimicos y
sintéticos (Florez, 2022). Sin embargo, se tienen pocos estudios con respecto al parasitismo que
los hongos nematofagos causan en Meloidogyne en el cultivo de jitomate de manera natural, es

por ello que la presente investigacion tiene los siguientes objetivos.



II. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
e Identificar hongos con potencial de parasitismo en Meloidogyne spp. infectando raiz de

jitomate.

2.2. Objetivos especificos
e Identificar morfoldgica y molecularmente hongos que parasitan Meloidogyne spp.
e Determinar porcentaje de parasitismo natural de hongos nematéfagos de Meloidogyne
spp. extraidos de raices de jitomate.
e Calcular frecuencia de especies nematofagas de Meloidogyne spp. infectando raiz de

jitomate.



I11. HIPOTESIS

Al menos una de las especies de hongos aislados de la raiz de jitomate tendra potencial de

parasitar especies de Meloidogyne spp. de manera natural.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Importancia del jitomate

El origen del jitomate o tomate rojo (Solanum Lycopersicum) proviene de América del sur
(Chile, Colombia, Ecuador, Bolivia y Pert1) ya que son los lugares en los que se localizan la
gran parte de variedades silvestres, asi como una gran diversidad genética de este cultivo

(Miranda y Silva, 2024).

Eljitomate es una de las principales hortaliza en vida cotidiana del ser humano ya que ademas
de ser uno de los alimentos basicos para el consumo gracias a su elevado valor nutricional es
una verdura que se encuentra disponible todo el afio, el fruto representa gran abastecimiento de
elementos como el magnesio y potasio para mantener el cuerpo hidratado, asi como también
antioxidantes que desempenan un papel de proteccion importante para nuestro cuerpo como son

el licopeno y vitaminas B y C (Blanco, 2024).

Como cultivo se posiciona como el nimero dos en relevancia después de la papa ya que es
consumido tanto en fresco como industrializado por lo que es uno de los mayores generadores
de empleos e ingresos para la economia mundial. La produccion de este producto es de gran
importancia para la economia de nuestro pais, teniendo una produccion total de 3,636,927.46
toneladas en una superficie de 49,460.68 hectareas ddndonos un rendimiento nacional de 73.53
ton-ha™ y un valor de produccion de 36,508,191.48 de pesos (SADER, 2016). Siendo los
estados de Sinaloa, San Luis Potosi, Jalisco, Michoacan y Morelos los mas importantes a nivel

nacional, como se muestra en el cuadro 1 (SIAP, 2023).



Cuadro 1. Principales estados productores de jitomate a nivel nacional.

Entidad Superficie Produccion  Rendimiento Valor de
cosechada (ton) (ton-ha™) Produccion (§)
(ha)
1 Sinaloa 11,843.75 712,013.13 60.12 6,121,443.39
2 San Luis Potosi 3,228.50 436,097.48 135.08 5,871,943.48
3 Michoacan 7,689.45 356,775.74 46.40 3,448,146.85
4 Jalisco 2,401.79 211,715.90 88.15 2,358,755.88
5 Morelos 2,410.00 201,721.369 83.70 1,491,910.63

Fuente: elaboracion propia datos obtenidos de SIAP (2023)

4.2. Taxonomia

Inicialmente al jitomate se le categorizd dentro del género Solanum como Solanum
Lycopersicum, por Carl Linneaus botanico sueco quien lo denomino de esta manera; 15 afios
mas tarde el botanico britdnico Philip Miller lo traslado a su género otorgandole como nombre
Lycopersicum esculentum. Sin embargo, gracias a la biologia molecular, tras diversos estudios
genéticos utilizando métodos modernos volvid a su clasificacion inicial por Peralta y Spooner

(2001). Siendo la siguiente la clasificacion actual y la generalmente aceptada:
Reino: Vegetal

Clase: Dicotiledoneas

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Subfamilia: Solanoidae

Tribu: Solanae

Género: Solanum

Especie: Lycopersicum

Nombre cientifico: Solanum Lycopersicum



4.3. Fenologia del cultivo de jitomate

El cultivo de jitomate puede ser de ciclo corto o largo, de 5 a 6 meses o de 8 a 12 meses
respectivamente. La produccion de jitomate es esencial en cuanto a economia como
alimentacion cultivandose en su mayoria en agricultura protegida, es decir, utilizandose
invernaderos ya sea de baja, mediana o alta tecnologia. De acuerdo con Diaz (2021) el jitomate

incluye las siguientes fases fenoldgicas esenciales:

4.3.1 Germinacion
Abarca desde la siembra de las semillas hasta que estas germinan. En esta etapa la radicula
se despliega de la semilla, seguido por el hipocétilo el cual surge hacia el exterior del sustrato o

suelo utilizado, teniendo una duracion de 5 a 10 dias.

4.3.2 Crecimiento o desarrollo vegetativo

Esta etapa inicia en el momento del trasplante hasta que empieza la floracién durando
aproximadamente de 25 a 30 dias siendo muy variable de acuerdo con el lugar y clima presente,
siendo un desarrollo potencial de hojas y raiz, los cuales seran importantes para el manejo del
riego y nutricidon de esta, asi como también el tutoreo es indispensable para evitar el acame y

dano de las plantas.

4.3.3 Floracion

El inicio de la floracién aparece entre la cuarta y quinta semana después del trasplante, es
una fase vital de la produccion puesto que las flores se transformaréan en frutos para asegurar un
adecuado cuajado por lo que es crucial una correcta polinizacion para el desarrollo correcto de

estos.

4.3.4 Fructificacion
Esta fase da inicio cuando se percibe el amarre de frutos en los primeros racimos, por lo que

en estos empezamos a observar los frutos. Los jitomates necesitan aproximadamente de 20 a 30



dias para llegar a su tamano completo, sin embargo, para el correcto desarrollo del fruto es
esencial la gestion tanto de agua como nutrientes. No obstante, es relevante destacar que la

planta no cesa su crecimiento vegetativo, asi como la floracion y fructificacion.

4.3.5 Maduracion o cosecha

Es la fase la cual empieza aproximadamente alrededor de los 90 dias después del trasplante,
en la cual normalmente se hacen dos cosechas con intervalos de cuatro a cinco dias. Esta fase
se puede extender de 20 a 30 dias o de 60 hasta 90 dias dependiendo si el ciclo es corto o largo
o de la decision de cada agricultor. Los jitomates experimentan el cambio de color caracteristico
de verde a naranja o rojo lo que nos indica que esta listo para su cosecha, siendo clasificado y

empaquetado en sus distintas categorias de acuerdo con su tamafio.

4.4. Morfologia de la planta
Es una planta que crece arbustivamente ya sea de forma erecta, semierecta o rastrera, y
aunque se encuentran distintas especies las cuales tienen o no un desarrollo restringido, existen

especies determinadas e indeterminadas (Galvez, 2015).

4.4.1 Semilla
Las 3 partes principales por las cuales esta constituida la semilla son la testa, el endospermo
y el embrion. Estas pueden alcanzar un tamafio de hasta 5 mm de longitud y 4 mm de ancho,

con una profundidad de 2 mm, en cada jitomate es posible llegar a encontrarse una cantidad de

200 semillas (Galvez, 2015).

4.4.2 Tallo
Segtin Platas (2021) el tallo se caracteriza por su color verde, pubescencia y grosor que oscila
de 2 a4 cm, siendo mas delgado en la parte apical, en este se originan las hojas verdaderas y los

racimos florales que dias después daran paso a los frutos, siendo un 6rgano de sostén y estructura



de la planta, se compone de tejido medular, cilindro vascular, corteza y una epidermis con pelos

glandulares.

4.4.3 Hojas

Presenta hojas compuestas con un peciolo pinnado, se compone de varios foliolos peciolados
con una de medida de 4 a 60 mm por 3 a 40 mm, con una redondeada presentando un borde
dentado, con pelos glandulares y una tonalidad verde en el haz y color verde ceniza en envés de

la hoja. El tejido parenquimatoso se encuentra revestido por epidermis carente de cloroplastos

(Platas, 2021).

4.4.4 Flores

Las flores del jitomate son flores perfectas ya que se componen del mismo numero de pétalos
amarillos, sépalos y estambres, de manera intercalada y en espiral. Estas evitan la alogamia
gracias a que se crean conos estaminales que rodean al gineceo dados por la union de los
estambres con las anteras. Las variedades mayormente grandes que son utilizadas
comercialmente se forman en racimos de inflorescencias que pueden llegar a tener hasta 10

flores (Galvez, 2015).

4.4.5 Frutos

El fruto se presenta como en forma de una baya pulposa, cominmente redonda, alargada con
una piel lisa y brillante, la cual cambia de color de acuerdo con su estado de maduracion
encontrando desde el tono verde hasta naranja y rojo en la fase cosecha, llegando a pesar hasta

600 gramos de acuerdo con la variedad (Platas, 2021).

4.4.6 Raiz
Se caracteriza por tener un sistema radicular pivotante con raices laterales, siendo la raiz

pivotante la principal la cual crece verticalmente ayudando a darle anclaje a las plantas y



10

favoreciendo la absorcion de agua y nutrientes, mientras que las raices secundarias son mas

numerosas, pero no bajan mas allad de una profundidad de 30 centimetros (Platas, 2021).

4.5. problematicas del cultivo de jitomate

4.5.1 Cambio climatico

En la actualidad uno de los principales problemas para todos los cultivos es el cambio de los
factores del clima que son causa de muchas mas afectaciones en estos, en particular el
incremento de la temperatura la cual impacta de manera adversa en todo el proceso de desarrollo

dando como consecuencia una mala calidad de fruto (Litskas et al., 2019).

4.5.2 Explotacion de fertilizantes

El uso de fertilizantes minerales en los cultivos conlleva a aumentos significativos en la
produccion de los cultivos, no obstante, la utilizacion incorrecta y la sobreexplotacion de estos
repercute negativamente en el entorno, lo que puede llegar a causar desbalances nutricionales a

los cultivos ya sea por la salinizacion o acidificacion del suelo (Armenta et al., 2001).

4.5.3 Salinidad

El problema de la salinidad tanto del agua como de los suelos ha incrementado cada vez mas,
especialmente en la parte costera, la concentracion de sales en los terrenos disminuye la
habilidad que poseen las plantas tomar los nutrientes y el agua presente en estos, de esta manera
se reduce la produccion de los cultivos y son mas propensos a las plagas y enfermedades (EI-

Banna y Mosa, 2024).

4.5.4 plagas y enfermedades

La productividad del cultivo de jitomate disminuye debido a que las plantas son
constantemente impactadas por problemas fitosanitarios, incluyendo plagas y enfermedades las
cuales son los principales problemas que impactan el cultivo de jitomate (Jones et al., 2016).

Estos microorganismos disminuyen la producciéon y la calidad de los tomates, ademas, su
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manejo se complica debido a las limitaciones en la utilizacion de sustancias quimicas (Janssen
et al., 2018). Aproximadamente 17 especies de insectos fitofagos habitan en el jitomate, lo que
lo convierte en uno de los cultivos con la mayor incidencia de plagas (King y Saunders 1984).
Pese a su relevancia, los retos mas significativos en la produccion y calidad de los frutos de
jitomate los constituyen las enfermedades, entre los cuales se encuentran microorganismos

fitopatogenos como los hongos, bacterias, virus y nematodos (Karaci¢ et al., 2024).

4.6. Nematodos

Son microorganismos vivos que se encuentran en el medio ambiente, ya sea terrestre o
acuatico con forma de gusano circular y alargado, sin segmentacion, algunos de ellos vistos
como fitopatdgenos (Uribe et al., 2020). Se reportan alrededor de 26,650 especies de nematodos
los cuales tienen hdabitos parasiticos en vertebrados e invertebrados, especies libres y
aproximadamente 4,100 especies fitopatdgenas (Decraemer y Hunt, 2006). Estos ultimos poseen
un estilete, el cual les permite atravesar todos los tejidos de las plantas, de esta manera detiene
los procesos fisioldgicos provocando una interferencia en el crecimiento de estas, asi como
también la creacion de agallas y nddulos en las raices (Guzman et al., 2012). Los géneros
Helicotylenchus, Meloidogyne y Globodera provocan a escala global, la mayor parte de los

dafios en los cultivos (Trevifio-Cueto ef al., 2017).

Se encuentran un mayor nimero de nematodos vivos en terrenos que contienen una humedad
entre 40 y 60 % de CC; en terrenos secos produce una disminucion significativa en el
crecimiento y reproduccion de estos, ya que existe una relacion favorable entre la humedad
presente en el terreno y el nimero de nematodos vivos en este; los nematodos provocan
alteraciones fisiologicas en las plantas teniendo como resultados grandes dafos en la

productividad del cultivo de jitomate (Julca et al., 2001).

4.6.1 Meloidogyne
El género Meloidogyne es de los fitopatdogenos que dafian en mayor proporcidon a nivel
mundial el cultivo de jitomate dafiando de manera muy grave el sistema radicular de este (Sikora

y Fernandez, 2005). Se ha reconocido como el nematodo fitopatdogeno mas relevante
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econdmicamente a nivel global ya que se distingue por su dieta polifaga, asi como también un
extenso espectro de huéspedes particularmente en las regiones tropicales y subtropicales de todo
el mundo (Moens et al., 2009). Este género provoca significativos dafios financieros, ya que es
de los principales nematodos agalladores, siendo un desafio para los productores de jitomate, y
uno de los géneros mas importantes en la cosecha de hortalizas causando pérdidas de alrededor
del 30% de la produccion total (Revelo, 2006). De acuerdo con Trivifio (2007) cinco especies
son las que conforman a este grupo, siendo los cultivos horticolas los mayormente perjudicados
por estos parasitos; en este grupo se encuentran M. arenaria, M. javanica, M. hapla, y M.
incognita que afectan principalmente al cultivo de jitomate, siendo esta ultima la especie que

afecta en mayor extension debido a su amplio repartimiento dentro del pais (Velasquez, 2001).

Ciertas plantas presentan tolerancia al género Meloidogyne por lo que desempenian un rol
crucial en la regulacion de este parasito, ya que de cierta manera se les facilita crecer en suelos
invadidos de este sin que se produzca una disminucion notable de la productividad ya que

impiden de manera significativa su propagacion (Roberts y May, 1986; Verdejo-Lucas et al.,

1994).

En la actualidad, numerosas variedades de tomate que se usan comercialmente poseen el gen
Mi que les otorga resistencia a las especies de Meloidogyne presentes en México (Hadisoeganda
y Sasser, 1982; Ammati ef al., 1985; Roberts y Thomason, 1986). Sin embargo, hay variaciones
en la capacidad de reproduccion de las diversas especies de nematodos que se han detectado
dentro del género Meloidogyne (Hartman y Sasser, 1985; Rodriguez y Rodriguez, 1991; Noe,
1992).

4.7. Control de Meloidogyne

En la actualidad, en el mundo se han llevado a cabo multiples investigaciones que evidencian
la aplicacion de extractos vegetales como método de control de determinadas plagas y
enfermedades (Pérez et al., 2004). Sin embargo, a pesar de que Iler (2017) menciona que la
utilizaciéon de productos quimicos es la alternativa final en el manejo integrado de plagas y
enfermedades, actualmente para el control de nematodos los productores emplean agroquimicos
como medio principal, aun conociendo los impactos negativos que estos producen. Sin embargo,

es posible integrar a la practica, otras tacticas de control de Meloidogyne tales como la
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utilizacion de microorganismos lo cuales pueden causar antagonismo de este género (Ashraf y

Khan, 2010).

4.8. Hongos nematofagos

Los hongos nematofagos son microorganismos capaces de infectar, absorber o eliminar en
cualquier etapa del ciclo de vida a los nematodos, ya sea como huevo, juveniles e incluso
adultos. Numerosos hongos nematdfagos pueden sobrevivir como saprofitos, asi como también
infectar y parasitar a otros hongos, y ser hongos endofitos al establecer colonias en las raices de
diversos cultivos (Naranjo y Chacdn, 2016). Razones por las cuales estos son de gran interés en
el campo agrondmico ya que tienen un papel crucial para el control biologico gracias a su
desempefio antagonista contra los nematodos (Nordbring-Hertz et al., 2006). Dentro de estos se
han identificado alrededor de 700 especies nematdfagas (Zhang et al, 2011), los cuales se
pueden dividir en cuatro categorias segun su forma de atacar a los nematodos: endoparasitos,

atrapadores, generadores de toxinas y ovicidas o parasitos de huevos (Li et al., 2005).

4.8.1 Hongos endoparasitos

Estos hongos tienden a infectar nematodos vivos ya que son pardsitos obligados de
nematodos, exterminandolos al generar esporas moviles las cuales se fijan al nematodo y
penetran su membrana, o conidios inmdviles que son consumidos por los nematodos
bacteriofagos generalmente, ademas este tipo de hongos tienen un espectro de hospederos mas

limitado a diferencia de los atrapadores de nematodos (Larsen, 2000).

4.8.2 Hongos atrapadores

Los hongos atrapadores son conocidos por crear estructuras especializadas en las hifas las
cuales se encargan de atrapar nematodos vivos, estas estructuras siendo bastantes sencillas pero
eficientes como son las redes, ramificaciones, anillos y botones adhesivos y septados con la
capacidad de capturar a sus presas y poder sostenerlos sin complicacion alguna, todos los hongos
atrapadores se les considera pardsitos facultativos con excepcion de los Zygomycetes (Peraza-

Padilla et al., 2011).
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4.8.3 Hongos generadores de toxinas

Son hongos que se encargan de digerir nematodos gracias a que sus hifas son muy pequenas
y poseen toxinas, que al entrar en contacto con estas el nematodo queda inmovil y las hifas se
desarrollan de manera quimiotropica en direccion por la boca hasta infestar todo el cuerpo

(Naranjo, 2008).

4.8.4 Hongos parasitos de huevos

Son aquellos que atacan las etapas de huevos y quistes a través de puntas hifales. Uno de los
reguladores dentro del control bioldgico es la especie Pochonia chlamydospora que ataca a
nematodos noduladores de raiz en etapa de huevo al generar VCP1 una serina proteasa alcalina
(Morton et al., 2003). De acuerdo con Luambano et al. (2015) la efectividad de diversos medios
de control como los hongos nematofagos esta condicionado por las propiedades que presenten
los terrenos. Segin Mendoza et al. (2013) detectd que hongos del género Trichoderma como T.
harzianum, T. viride y T atroviride exterminan los huevos de nematodos del género
Meloidogyne a través de una secuencia parasitica que en tres dias conduce a la aniquilacion total

de estos.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Ubicacion del experimento

El presente experimento se realizo en el municipio de Teziutldn, localizado en la region
noroeste del Estado de Puebla, del mes de junio al mes de agosto del 2025. La obtencion de
muestras se realizd en el invernadero localizado en la junta auxiliar de San Sebastian (19°51'51"
LN y 97°21'45" LW), mientras que las actividades de laboratorio se llevaron a cabo dentro de
las instalaciones de la Facultad de Ciencias Agricolas y Pecuarias (Figura 1), de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla que se localiza en la Junta Auxiliar de San Juan Acateno

(19°52'32" LN y 97°21'37" LW).

FACULTAD DE CIENCIAS AGRICOLAS Y
PECUARIAS

San Juan Acateno

Ubicacién
19°52'32"N 97°21'37"W

/ Editar

SIMBOLOGIA

I Puebla
B Teziutldn

90, 00TD TETILO00D 970, 000D L0000 TEe0.000 D

Figura 1. Localizacion del experimento.

Fuente: elaboracion propia
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5.2. Obtencion de muestras
Se obtuvieron 32 muestras del sistema radicular de plantas de jitomate producidas en
invernadero localizado en la Junta Auxiliar de San Sebastian (Figura 2), perteneciente al

municipio de Teziutlan, Puebla (19°51'51" LN y 97°21'45" LO), el dia 20 de junio del afio 2025.

@  INVERNADERO
San Sebastian, Segunda Seccion.

Ubicacion
19°51'50"N 97°21'45"W

/ Editar

SIMBOLOGIA

I Puebla
M Teziutlan

TETILO00D 970, 000D TETIL000'0 TEe0. 000D

Figura 2. Localizacion del sitio de obtencion de muestras.

Fuente: elaboracion propia

Se empled la técnica de muestreo aleatorio sistemadtico, para ello se excavo con una pala
obteniendo todo el sistema radicular de la planta siendo una muestra cada una de estas, se limpid
para quitar la mayor cantidad de suelo, se colocaron en bolsas ziploc de 20x25 c¢m las cuales se
etiquetaron con el lugar, nimero de muestra y nimero de cama. En cada cama se obtuvo de 2 a
3 muestras de acuerdo con el arreglo de obtencion de muestras (Figura 3), realizando las medidas

sanitarias adecuadas en la obtencion de cada muestra.
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Figura 3. Arreglo para la obtencion de muestras.

Fuente: elaboracion propia

5.3. Limpieza de las raices y determinacion de porcentaje de parasitismo

Se lavaron las raices con agua potable para eliminar todo el suelo presente en estas para
facilitar los procedimientos posteriores. Posteriormente se cortaron trozos de la raiz de cada
planta de dos cm para la observacion de nematodos en el microscopio mediante la tincién con
fucsina al 1 %, las cuales se dejaron en 50 ml de fucsina por 24 horas para que se tifia el material
vegetal y queden los nematodos sin tincion los cuales se visualizan mejor. Se observaron 20
nematodos de cada muestra para determinar si presentan algun tipo de intervencién por
nematodos, ya sea en huevos o adultos, los cuales se contabilizaron para determinar el porcentaje

de parasitismo natural.
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5.4. Aislamiento de hongos endofitos presentes en la raiz de jitomate

Cada una de las muestras se cortaron en trozos pequefios, se le agregaron 50 ml de hipoclorito
de sodio al 1 % para bafiar y desinfectar la zona externa de la raiz, se enjuagaron en 100 ml de
agua estéril y se dejaron secar cada una de ellas en una sanita de papel estéril. Posteriormente
se colocaron cinco trozos de cada muestra en el medio de cultivo ADS (Agar Dextrosa
Sabouraud) con cloranfenicol y estreptomicina ambas a una concentracion de 5 miligramos por
litro afiadiendo 1 ml por litro para evitar el crecimiento de bacterias. Se incubaron por 48 horas
a 32 °C con una revision continua del crecimiento de cada una de las colonias de hongos que se

fueron presentando en el medio de cultivo.

Para facilitar la identificaciéon de cada muestra se cred una codificacion especial, la cual
consistio en la letra M seguidos de una numeracion, por ejemplo, M25-3, la letra es la
abreviacion de muestra, la siguiente numeracion correspondi6 al nimero de muestra, en caso de

la obtencion de submuestras, se coloc6 el guion y el nimero de la submuestra.

Una vez crecido el hongo se diferenciaron las colonias y se volvieron a aislar cada una de
ellas, dando cultivos con una sola colonia de hongos. Un proceso que dio como resultado mas
de 40 incubaciones que poco a poco se fueron descartando y eliminando aquellas incubaciones

que presentaron hongos patogenos.

Ya obtenidas las submuestras puras de cada hongo, este se colectd y se resguardé en glicerol

al 10 % para a su congelamiento, creando un banco de hongos y su aprovechamiento en el futuro.

De estas ultimas se volvid a incubar en medio de cultivo ADS con papel celofan dulce para
permitir el crecimiento sobre este, y facilitar su recolecciéon para el procedimiento de

identificacion, caracterizacion morfoldgica y la extraccion de ADN.

5.4. Identificacion morfologica

Para poder identificar cada uno de los hongos obtenidos, se caracteriz6 con base en la guia
de claves taxondmicas descritas por Barnett y Hunter (1987) y la descripcion morfologica hecha
por Kendrick (2000), a simple vista se observo las tonalidades que presentaron, ademas de su
forma de crecimiento y la presencia o no de metabolitos presentes en el medio de cultivo,

mientras que en el microscopio se observo la forma y las estructuras como micelio y esporas.
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Para esto se colocd un fragmento del micelio de cada hongo en un portaobjetos con azul de

lactofenol al 1 % el cual se cubri6 con cubreobjetos.

5.5. Identificacion molecular

Para la identificacion molecular se inicid con la extraccion de ADN, siguiendo el método
descrito por Hoyos-Carvajal et al. (2008) el cual se modifico de la siguiente manera; se colectd
con una espatula micelio puro y joven cultivado en medio ADS durante 48 horas a 32 °C
depositandolo en tubos de centrifuga de 1.5 ml. Posteriormente se le agregd nitrogeno liquido
para congelar y macerar con agujas de tejer no.7 hasta obtener un polvo fino, evitando que se
calentara, se le agregd 500 uL de buffer de lisis (Tris 0.1M pH 8.0, EDTA 5.0mM, 1.4M de
NaCl) mezclando con agitador vortex por 10 seg, se le agregd 10 uL de proteinasa K y se mezclo
por inversion. Posteriormente se le agregaron 4 uL. de ARNasa, 5 pL de B-mercaptoetanol, 50
puL de CTAB al 10 % y 50 pL de SDS al 20 % mezclando con agitador vortex por 10 segundos
y colocaron en bafio seco a 65 °C por una hora, agitando cada 10 min. Se retiré del bafio seco y
se agregaron 700 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se mezclo por inversion y se
colocd en una centrifuga a 15,000 g por 10 min. Posteriormente, se transfirio el sobrenadante a
un tubo nuevo de 1.5 ml pipeteando suavemente con puntas cortadas de 1 ml, cuidando no tocar
la zona de transicion y evitar que el ADN se rompiera. Después se agregaron 700 puL isopropanol
frio y se mezclo6 por inversion, para incubar las muestras a -20 °C por 10 min, se centrifugo a
13,000 g por 10 min para posteriormente desechar el sobrenadante y sobre el pellet agregar 500
pL de etanol al 70 % y centrifugar a 15,000 g por 5 min, este ultimo paso se repitio dos veces
mas. Se desechd el etanol invirtiendo el tubo cuidando que el pellet no se despegara del tubo,
poniéndolo a secar en papel sanita estéril por 30 minutos o hasta que estuviera completamente
seco. Enseguida, se suspendio el pellet en 30 uLL de buffer AE. Para la verificar la existencia y
calidad de ADN se realizo la visualizacion de éste mediante electroforesis en gel de agarosa de
alta resolucion al 3.5 % con tincion con bromuro de etidio. Posteriormente se realizo la
amplificacion de la region ITS-1 TCC GTA GGT GAA CCT GCGG e ITS-4 TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC mediante el método modificado de (White et al., 1990), utilizando 2.5 pL de
MgCl; (2.5 Mm), 0.5 uLL de ANTP’s (4mM), 3.0 uL cada primer, (1.2mM), 2.0 uL de Go-Taq
Flexi DNA polymerase (5U/ nuL), 3.0 uL de buffer PCR (5x), 4.0 uL de trealosa (10x) y 4.0 uL

de ADN para completar el volumen final de 25 pL. El programa de amplificacion se ejecuto en
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3 fases: para la desnaturalizacion inicial en la primera fase se hizo un ciclo de 94 °C por 3 min,
la segunda fase consistio en 35 ciclos de 94 °C por 30 seg para la desnaturalizacion, 57 °C por
40 seg para el alineamiento y 72 °C por 20 seg para la extension, terminando en la tercera fase
con 72 °C por 10 seg para la extension final, asi como también se realiz6 la amplificacion de la
region EF1-alpha utilizando los iniciadores EF1 CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG (Carbone
y Kohn, 1999) y EF2 GGA RGT ACC AGT SAT CAT GTT (O'Donnell ef al., 1998), mediante
la metodologia modificada de (Deng et al., 2022) utilizando 2.5 pL de MgCl» (25 Mm), 0.5 uL
de dNTP’s (10mM), 2.0 uL cada primer (10mM), 0.5 uL de Go-Taq Flexi DNA polymerase
(5U/ uL), 5.0 puL de buffer PCR (5x), 10.5 pL de agua grado molecular y 4.0 uL. de ADN para
completar el volumen final de 25 pL. El programa de amplificacion se ejecutd en 4 fases: para
la desnaturalizacion inicial en la primera fase se hizo un ciclo de 95 °C por 5 min, la segunda
fase consistid en 10 ciclos de 94 °C por 30 seg para la desnaturalizacion, 66 °C por 30 seg para
el alineamiento y 72 °C por 1 min para la extension, siguiendo de la tercera fase con 36 ciclos
de 94 °C por 30 seg para la desnaturalizacion, 56 °C por 30 seg para el alineamiento y 72 °C
por 1 min para la extension, terminando en la tercera fase con 72 °C por 10 min para la extension
final. Los productos obtenidos se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa de alta
resolucion al 3.5 % con tincioén con 10 pL de bromuro de etidio comparandolo con un marcador
de peso molecular 100bp DNA Ladder. El producto amplificado se envio para secuenciacion a
los laboratorios Macrogen en Korea solicitando el servicio de BLAST con la que se identificaron

las secuencias.

5.6. Variables evaluadas

5.6.1 Porcentaje de nematodos parasitados

Para obtener el porcentaje de nematodos, primero se cortaron trozos de raiz de dos cm de
longitud y se dejaron en 50 ml de fucsina por 24 horas para que fuera absorbido este tinte por el
tejido vegetal, y de esta manera se visualizaran mejor los nematodos. Posteriormente, se
buscaron los nemétodos dentro de los abultamientos de los trozos de raiz bajo el estereoscopio
marca Leyca, se extrajeron los nematodos visualizados y se colocaron en portaobjetos colocando
previamente una gota de azul de, posteriormente se examinaron bajo microscopio compuesto

marca Leyca 20 nematodos de cada muestra para determinar la presencia de parasitismo por
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hongos nematéfagos. Se consideré como nematodo parasitado todo aquel ejemplar del género

Meloidogyne que presentara hongo y de la muestra se aislara este hongo en medio de cultivo.

5.6.2 Porcentaje de especies de hongos nematéfagos presentes

Del resultado obtenido del aislamiento e identificacion morfolédgica se determino la cantidad
de géneros y especies presentes de acuerdo con la guia de claves taxondmicas descritas por
Barnett y Hunter (1987) y la descripcion morfoldgica hecha por Kendrick (2000) para obtener

el porcentaje de cada una de estas.

5.6.3 Frecuencia de especies de hongos nematofagos presentes por raiz
Para determinar la frecuencia de especies (F) se sigui6é la metodologia usada por Ortega

(2021). La cual se calcul6 de la siguiente manera:

F= (Numero de individuos de una especie) / (nimero de individuos totales de todas las

especies)) * 100

5.7. Analisis de los datos
Para el anélisis estadistico de los datos, se utilizaron técnicas de estadistica descriptiva e
inferencial como son: la media (x), mediana (Me), moda (Mo), varianza (S?), desviacién

estandar (S) y coeficiente de variacion (CV).

Para obtener la media, se realiz6 la sumatoria de todos los datos de cada variable respuesta y

posteriormente se dividi6 el resultado entre el nimero de datos:

X

n
Z X1
_i=1
n
La mediana (Me) se calculé como el valor que se encuentra ubicado a la mitad del conjunto

de datos ordenados de cada variable, mientras que la moda (Mo) como el valor que tiene mayor

frecuencia dentro del conjunto de datos.
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La varianza (S?) se determin6 como el promedio de las desviaciones elevadas al cuadrado:

@ 2Xi-x)’

n

La desviacion estandar (S), se determind mediante la obtencion de la raiz cuadrada de la

varianza:

(ZX)

n

o [ Zi—x) \sz

n

Asi como también se determind la frecuencia de ocurrencia de especies, mediante la

metodologia utilizada por Ortega (2021).

F= (Nmero de individuos de una especie) / (nimero de individuos totales de todas las

especies)) * 100
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Identificacion morfologica

En total se lograron identificar 46 aislamientos por medio de las claves taxondmicas de los
cuales 60.87 % pertenece al género Fusarium y 39.13 % a Trichoderma, como se muestra en la
figura 4. Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por Sanchez (2016) quien
obtuvo 25 % de aislamientos del género Fusarium, 19 % de Phytophthora, 13 % de Sclerotinia,
9 % de F. oxysporum, 8 % de Phythium, 6 % de Aspergillus, 5 % de Trichoderma, 5 % de

Fusarium moniliforme, 5 % de Corynespora, 3 % de Geotrichumy 2 % de Rhizoctonia.

®m Fusarium = Trichoderma

Figura 4. Porcentaje de dos géneros de hongos identificados en las raices de jitomate.

Sin embargo, aunque en esta ocasion no se identifico la especie o especies de Fusarium
observadas en asociacion con nematodos parasitados, existen registros de que cepas no
patogenas de F. oxysporum secretan metabolitos que generan la muerte de nematodos
fitoparasitos en raices de varios cultivos (Crump, 1987). En este contexto, el género
Trichoderma alberga a las especies T. viride, T. atroviride y T. harzianum identificadas como las

mas importantes nematofagas de Meloidogyne (Mendoza et al., 2013).
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6.1.1 Descripcion morfologica del género de hongo identificado

De acuerdo con la morfologia descrita en las claves taxondmicas se logro caracterizar al
género Trichoderma y Fusarium presentes en raices de jitomate con la clasificacion taxondémica

que se presenta a continuacion.

Reino Fungi Fungi

Phylum Ascomycota Ascomycota
Clase Sordariomycetes Euascomycetes
Orden Hypocreales Hypocreales
Familia Nectriaceae Hypocreaceae
Genero Fusarium Trichoderma

De acuerdo con investigaciones, de estos dos géneros identificados, el género Trichoderma
se ha sefialado con mayor potencial nematéfago, por lo que se priorizé en la descripcion
morfolégica de acuerdo con las claves taxondmicas simplificadas de la siguiente manera

(Cuadro 2).

Segin Barnett y Hunter (1987) el género Trichoderma se caracteriza por presentar
conidi6foros distintos, cortos o reducidos a clavijas, conidios tipicamente unicelulares, conidios
en pequenos grupos unidos por limo y las ramas en el conidi6foro son irregulares y no
verticiladas las cuales coinciden con las caracteristicas encontradas en varios de los aislamientos

como se muestra en la figura 5.
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Cuadro 2. Descripcion morfoldgica del género Trichoderma de acuerdo con las claves

taxonomicas descritas por Barnett y Hunter (1987).

Figura Clave taxonOmica

1b: Tiene micelio septado y otras caracteristicas de los hongos

imperfectos.

3a: Conididforos distintos, aunque cortos o reducidos a clavijas;

conidios tipicamente unicelulares, ocasionalmente bicelulares.

4d: Conididforos separados, no agrupados de ninguna manera.
15a: Conidioforos ramificados o que tienen un grupo de ramas o

fialides cerca o en el apice.

16b: Los conidios no permanecen juntos en cadenas.

22a: Los conidios en pequenos grupos unidos por limo.

23b: Las ramas en el conidioéforo son irregulares y no verticiladas.
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La especie perteneciente al género Trichoderma se caracterizd por micelio verde brillante
después de 4 dias en medio ADS a 30 °C (Figura 5A), superficies casi lisas y micelio aéreo

(Figura 5B), conidios subglobosos con base truncada, conididforos sueltos, fidlides abultadas

en el medio y mas estrecho de la base (Figura 5C) y clamidosporas ligeramente alargadas (Figura

5D).

Figuré 5. Caracteristicas de la especie 7. harzianum. micelio ;'ere brillante después de 4
dias en medio ADS a 30 °C (A). Superficies casi lisas y micelio aéreo (B).
Conidios subglobosos con base truncada, conidi6foros sueltos, fidlides abultadas
en el medio y mas estrecho de la base (C). Clamidosporas ligeramente alargadas

(D).

6.2. Identificacion molecular
De acuerdo con la secuenciacion y comparacion de secuencias en el Centro Nacional de
Informacion Biotecnologica por sus siglas en inglés (NCBI), asi como a investigaciones ya

publicadas, se logr6 corroborar a la especie Trichoderma harzianum, cuya secuencia consenso
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para la region ITS, primers; ITS1-ITS4, y para la region EFl-alpha, primers; EF1-EF2,

respectivamente fueron las siguientes:

Primers ITS1-1TS4:
CGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAAC
TGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGC
CCGCCGGAGGACCAACCTAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTATA
ATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCC
AGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGG
GGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGTGGCCGTCTCCGAAATACAG
TGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGC
GCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAG
GTAGGAATACCCGCTGAACTTA

Primers EF1-EF2
AATCAACGTGGTCGTTATCGTACGTATCATCCTTTCTTCATGTCGGCATCATTCGCCG
CTCTGATTCTCAAACACTTGTGCTAACCACCATCTTCTAGGGGTGCGTATTCCATCA
ATCATCTTGAATGAGATCGATCGAACACAGTACTGACTTGCTACAACAGCCACGTC
GACTCCGGAAAGTCGACCACCGTGAGTTGCACCCTCTTCTCCTGCTCCGATATCAA
ACGTCGTTTGATACGGGACATCTACTCTTTGAACACAGGGCTAATCATTTATCATAC
AGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACCGTCGTACCATCGAGAAG
TTCGAGAAGGTAAGCTTCAACTCATTTTCGCCTCGATTCTCCCTCCACATTTAATTG
TGCCCGATAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGATTTG
CATTACCCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTGGCTGTCGTTTGGTTTTAGTGG
GGTTTCTCGTGCACCCCACTAGGTCACTGCTTTTTTTCTGCTTCGCTCTTACTGCCC
AGCCATCATTCAACGTGCTCTGCGTCTCATCACTTTCAGCGATGCTAACCACTTTTC
CATCAATAGGAAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCT
TGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCTCTGTGGA
AGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTCTTTCCATCAACTT
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CACACAGYGATTACAAGCCAGTGCTAACAAGCAATYCACAGACGCTCCCGGCCAC
CGGATTCT

Asi mismo, la comparacion en el NCBI muestra una consulta de identidad (Query cover) de
100 % tanto para la region ITS (Figura 6A) como para la region EF1-alpha (Figura 6B), mientras
que el por porcentaje de identidad para ITS fue de 100 % y para la region EF1-alpha de 99.65
%.

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~ select columns ~ Show [ 10 A
B selectall 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results r
- - Max = Total Query E Per  Acc
Descript Scientific M
eoplion CISNUNC MAMS  score Score Cover value  Ident | Len  Accession
- -~ -~ - = -
Trichoderma sp. isolate T3 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.35 RMA gene and intemal.... ma sp. 1077 1077 100% 0.0  100.00% 747 PQ4094931
@ Trchodemma atrobrunneum strain TAA10 internal transcribed spacer 1, partial -5 85 ribosomal RNA ge i ma atro.. 1077 1077 100% 0.0  100.00% 597 OQ161061.1
Trichoderma sp. strain CMRP4592 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spac. .. Tri ma sp. 1077 1077 100% 0.0  100.00% 760 OK5541851
@ Trichoderma sp._strain HCH-71 small subunit ri RMA gene _partial . internal transcribed spacer i ma sp 1077 1077 100% 0.0  100.00% 617 MK275252 1
Fungal sp__ARIZ B150 155 ribosomal RMA gene partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5,85 ribosomal .. . . 1077 1077 100% 0.0  100.00% 647 FJ612939.1
Trichoderma harzianum isolate BPV3 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; infemal franscribed s... Trichoderma har... 1077 1077 _100% 0.0 100.00% 616 PPS860360.1
2 Trichoderma harzianum strain NNIBRFG23005 intemal transcribed spacer 1. partial seouence: 5.85 ribosomal R_._ Trichoderma har._. 1077 1077 100% 0.0  100.00% 584 MW221190.1

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ~  Show |_10( B
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results
v - - - - -

Trichoderma harzianum isolate T2 translation elongation factor 1 alpha (eEF1a1) gene (eéEF1a1) gene. pariial cds Trichoderma har... 1565 1565 100% 0.0 99.65% 883 OQ103506.1
Trichoderma harzianum culture MUT<ITA>:6283 translation elongation factor 1a (EF-1-alpha) gene, partial cds ~ Trichoderma har... 1565 1565 100% 0.0 909.65% 872 MMOE3971.1
Hypocrea I sirain CIE T100 franslation elongation factor 1 alpha (eEF1a1) gene. partial cds Trnichoderma har... 1565 1565 100% 0.0 99.65% 867 EU279975.1
Tnchoderma harsianum strain DACM 176235E translation elongation factor 1 alpha-like (fef1alpha) gene, parfial... Trichoderma har... 1565 1565 100% 0.0 99.65% 863 AYE05793.1
Trichoderma harzianum culture MUT<ITA=:3694 translation elongation factor 1a {(EF1a) gene, partial cds Trichoderma har... 1565 1565 100% 0.0 99.65% 877 MKDS50521.1
Tnchoderma harsianum culture MUT<ITA=-6822 franslation elongation factor 1a (EF-1-alpha) gene, partial cds  Trichoderma har... 1565 1565 100% 00 99.65% 878 MM9E3970.1
Tnchoderma harsianum strain DAOMZ242937 fransiafion elongation factor 1-alpha gene, partial cds Trnichoderma har... 1565 1565 100% 0.0 99.65% 892 KX4534341
a Trichoderma harzianum strain PARS translation elongation factor 1-alpha (fef) gene. parfial cds Trichoderma har. 1565 1565 100% 0.0 99.65% 1647 PW157962.1
a Trichoderma harzianum strain KC1-1 franslation elongation factor 1-alpha (tef) gene,_partial cds Trichoderma har. 1565 1565 100% 0.0 99.65% 1647 PW157960.1
™ Tiichoderma harzianum sirain DAOM 220786 translalion elonaation facior 1 alohaike (lef1aloha) gene. partial ... Trichoderma har... 1565 1565 100% 0.0 99.65% 910 AYG0STETA

Figura 6. Comparacion de secuencia del aislado M91 secuencias registradas en el NCBI.
Resultado de los datos de la secuencia consenso ITS (A). Resultado de los datos

de la secuencia consenso EF1-alpha (B).

De esta manera, 18 aislados que se encuentra dentro del género Trichoderma en términos
filogenéticos fueron corroborados morfoldgicamente por claves taxondmicas y coinciden con la
especie 1. harzianum por lo que las dos regiones (ITS, y EF1- Alpha) amplificadas muestran un

porcentaje de identidad alta. Aunque se ha afirmado por mucho tiempo que la elevada
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variabilidad intraespecifica del ADNr de la region ITS es muy util para distinguir especies
vinculadas de manera directa, los resultados de la identificacion molecular en la secuenciacion
de dicha region indican que 7. harzianum abarca Unicamente una especie morfoldgica, pero
multiples especies filogenéticas, lo que implica que la region ITS muestra una diversidad
intraespecifica mas alta con aproximadamente 11 haplotipos en la secuencia ITS1 y tres en la
secuencia ITS2. Es por ello que el factor de elongacion region EF1-alpha es una region diferente
utilizada para contrastar los resultados obtenidos de la region ITS, el cual ha demostrado ser de
gran utilidad para diferenciar y distinguir las especies 7. spirale y T. harzianum (Kulling-

Gradinger et al., 2002; Druzhinina et al., 2006).

6.3. Parasitismo natural de hongos nematofagos de Meloidogyne spp. encontrados en raices

de jitomate

En este estudio se observo la habilidad de Trichoderma harzianum de parasitar tanto
nematodos adultos (Figura 7A), como en huevos de Meloidogyne spp. dentro de hembras adultas

(Figura 7B), mostrando la capacidad potencial como agente de control bioldgico de esta especie.
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S

Figura 7. Parasitismo de nematodos observado en las raices de jitomate. Parasitismo en

adulto (A). Parasitismo en huevo de nematodo (B).

Los resultados coinciden con los obtenidos por Mendoza et al. (2013) al observar la
destruccion de huevos de Meloidogyne, mediante la inoculacion de cepas de 7. viride, T.

atroviride 'y T. harzianum en estos.

Por otra parte, los resultados expresados en porcentaje de parasitismo de nematodos muestran
una variacion entre el 0 y 40 %, teniendo una distribucion irregular dentro del invernadero y en
porcentaje por muestra (Figura 8). Para Fusarium(A) el porcentaje de parasitismo mas alto se
encuentra al centro del invernadero, mientras que para Trichoderma(B) se encuentra en la orilla,
sin embargo, cuando se realiza el andlisis de distribucion de ambos (C), no se define un patrén
de distribucion. Asi mismo, las medidas de tendencia central muestran que la media mas alta de
parasitismo la tuvo el género Trichoderma central de cada uno de los géneros pardsitos de

Meloidogyne spp. (Cuadro 3).
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Figura 8. Comportamiento de la distribucion de nematodos parasitados en el

invernadero. Parasitismo presente por Fusarium(A). Parasitismo presente por

Trichoderma(B). Parasitismo presente en conjunto(C).
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Cuadro 3. Comportamiento de parasitismo natural de 7richoderma, Fusarium y en

conjunto presentes en huevos y adultos de Meloidogyne spp.

Medidas de tendencia Valor

Fusarium Trichoderma Fusarium + Trichoderma

Media (x) 0.218 0.312 0.593
Mediana (Me) 0 0 0
Moda (Mo) 0 0 0
Varianza (S?) 42.08 83.98 124.12
Desviacion estandar (S) 6.487 9.164 11.14

Al respecto, estudios realizados por Zhang et al. (2020) indican que los metabolitos exudados
de las raices de las plantas afectan no solo la comunicacion entre plantas y nematodos, sino
también las interacciones de nematodo con hongos al modular las propiedades superficiales de
la cuticula de los nematodos. Por ejemplo, la colonizacion externa de las raices por Pochonia
chlamydosporia el cual es parasito de huevos de Meloidogyne vari6 segun la especie vegetal y
aument6 cuando las plantas se infectaron con Meloidogyne incognita (Bourne et al., 1996). Este
efecto posiblemente se deba a una mayor filtracion de exudados radiculares debido al dafio de

la superficie de la raiz causado por los nematodos.

6.4. Frecuencia de ocurrencia de géneros de hongos nematofagos presentes en raices de

jitomate

Los resultados del analisis de frecuencia muestran que Fusarium se presentd en mayor

medida en comparacion a Trichoderma (Figura 9).
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Frecuencia de ocurrencia de cada
género
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Figura 9. Frecuencia de ocurrencia de cada género de hongos nematéfagos.

Los resultados de presencia de Trichoderma y Fusarium se asocian a distintos factores tales
como lo demuestran estudios realizados por Herndndez et al. 2019 quienes al analizar muestras
de suelo recogidas de parcelas donde se realizaron labores culturales, encontraron menor
cantidad de UFC de Trichoderma y Fusarium a diferencias de las muestras tomadas en parcelas
donde no se hicieron labores culturales. Asi mismo, los niveles de humedad en el suelo son
factores que juegan un papel importante tanto en la colonizacion de nematodos como en la
sobrevivencia y colonizacion de hongos en raices de plantas. Aun que, en este caso el grado de
humedad no fue objeto de estudio, este puede tener influencia como lo demuestran estudios
realizados por Morgan et al. (1997) quienes observaron que la presencia de hongos depredadores
requiere de factores como pH, humedad, nutrientes y materia organica, asi como multiples

factores edaficos.
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VII. CONCLUSIONES

Los generos Fusarium y Trichoderma se han documentado con potencial para parasitar
nematodos de manera natural, sin embargo, al encontrarse en conjunto se potencializa un mayor

porcentaje de parasitismo.

La presencia de Fusarium con mayor frecuencia es debido a que es uno de los hongos mas
comunes dentro del cultivo de jitomate, ya que puede ser un hongo fitopatogeno, sin embargo,
también se ha encontrado como hongo benefico en conjunto con 7richoderma, actuando como

géneros nematofagos.

Trichoderma harzianum es una de las especies de hongos aislados de la raiz de jitomate con
potencial de parasitar especies del género Meloidogyne spp. de manera natural en huevos y

adultos.
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