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RESUMEN

Identificacion y distribucion de especies del nematodo agallador (Meloidogyne
spp.) en tomate, en Sinaloa, México
José Angel Martinez Gallardo
A nivel mundial el género de nematodos fitoparasitos de mayor importancia es
Meloidogyne, ya que afecta mas de 3,000 especies de plantas y su infeccion se
caracteriza por la formacion de agallas en la raiz de la planta infectada. En Sinaloa
se desconoce la distribucion actual de Meloidogyne, debido a que los reportes mas
recientes son del afo 2000 y 2001, identificando a las especies M. incognita, M.
arenaria, M. hapla y M. javanica, distribuidas en el estado. En el presente trabajo de
nvestigacion los objetivos fueron identificar morfolégicamente y molecularmente las
especies del nematodo agallador (Meloidogyne spp.); asi como, determinar su
distribucion en el cultivo de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), en Sinaloa,
México. Se muestrearon lotes cultivados con tomate en las distintas zonas horticolas
de Sinaloa, México, durante los ciclos agricolas 2013-14, 2014-15, 2015-16 y 2016-
17, en campo abierto, malla sombra e invernaderos, donde se colectaron muestras
de suelo y raices agalladas, para realizar identificacion morfolégica y molecular. Las
especies identificadas en las muestras colectadas fueron M. enterolobii, M. incognita
y M. arenaria con un 88, 10 y 2% de incidencia respectivamente. Estos resultados
ndican que M. enterolobii, M. incognita y M. arenaria se encuentran distribuidos en el
estado de Sinaloa en el cultivo de tomate, siendo M. enterolobii la especie
predominante. Los resultados permitieron reportar por primera vez M. enterolobii,

parasitando el cultivo de tomate en Sinaloa, México.

Palabras clave: Lycopersicon esculentum Mill., nematodo agallador, horticultura

agricultura protegida, patogenicidad.




ABSTRACT

Identification and distribution of root-knot nematode species (Meloidogyne
spp.) in tomato, in Sinaloa, Mexico
José Angel Martinez Gallardo
Slobally the genus of major nematode parasitic nematodes is Meloidogyne, as it
affects more than 3,000 plant species and its infection is characterized by the
formation of galls in the root of the infected plant. In Sinaloa the current distribution of
Meloidogyne is unknown, since the most recent reports are from 2000 and 2001,
dentifying the species M. incognita, M. arenaria, M. hapla and M. javanica, distributed
n the state. In the present research the objectives were to identify morphologically
and molecularly the species of the root-knot nematode (Meloidogyne spp.); as well as
to determine its distribution in the tomato crop (Lycopersicon esculentum Mill.), in
Sinaloa, Mexico. Cultivated lots with tomato were sampled in the different horticultural
zones of Sinaloa, Mexico, during the agricultural cycles 2013-14, 2014-15, 2015-16
and 2016-17, in open field, shade mesh and greenhouses, where samples of soil and
gilled roots were taken, to perform morphological and molecular identification. The
species identified in the collected samples were M. enterolobii, M. incognita and M.
arenaria with 88, 10 and 2% incidence respectively. These results indicate that M.
enterolobii, M. incognita and M. arenaria are distributed in the state of Sinaloa in the
tomato crop, with M. enterolobii being the predominant specie. The results allowed to

report for the first time M. enterolobii, parasitizing tomato crop in Sinaloa, Mexico.

Keys words: Lycopersicon esculentum Mill., root-knot nematode, horticulture,

protected agriculture, pathogenicity.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y REVISION DE LITERATURA
1.1. INTRODUCCION

La palabra tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) proviene del nahuatl
‘tomatl”, que significa planta de frutos globosos, y segun evidencias, México fue el
orimer pais donde se domestico por los primeros pobladores (Rodriguez et al.,
2001). En el afio 2012, la produccion mundial de tomate fue de 163 millones de t,
con un valor de 59 mil millones de délares, colocandolo en la posicion 8 en la lista
de los 20 productos mas importantes en cuanto a su produccién (FAO, 2014). El
tomate es el principal producto agroalimentario de exportacion en México, su
produccion en el 2013, fue de 3.2 millones de t (SIAP, 2014). En la temporada
2013-2014 en Sinaloa se produjeron alrededor de 1 millén de t de tomate,
exportandose de ese total 313, 914 t con un valor de 303.2 millones de délares
(CIDH, 2014). En la region tomatera de Sinaloa, la produccién de hortalizas para
exportacion es considerada como una de las mas modernas. Esto es debido a Ia
utilizacion de tecnologia moderna que incluye, entre otras cosas, el uso de
fertirrigacion con acolchados plasticos para retener por un mayor tiempo la
humedad, control de malezas y patégenos mediante la fumigaciéon del suelo,
aplicacion del control bioldgico y la practica de agricultura organica de los campos
agricolas (SAGARPA, 2011). Ello ha implicado cambios drasticos en el manejo de
la humedad del suelo y su medio ambiente, el cual es adecuado para los
microorganismos que lo habitan, entre ellos los patdgenos de plantas como
Phytophthoraspp.,Pythiumspp., Macrophominaphaseolina,Rhizoctonia solani,
Verticillium dahliae, Fusarium spp., nematodos (Meloidogyne spp.) y otros (Ferrato
y Alarcén, 2001).

Cuando el problema en un determinado cultivo es causado especificamente
por nematodos fitoparasitos, es dificil realizar el diagnostico en campo, salvo
cuando éstos inducen sintomas caracteristicos (agallas en raices, hojas o
semillas, presencia de quiste en raices, anillo color rojo en cocotero, etc.); debido
a estas razones, para determinar con certeza si la enfermedad es causada por
nematodos, debe realizarse un andlisis fitopatologico en laboratorios
especializados (Carrillo et al., 2000).

s i e e R



En el cultivo de tomate se presentan diversos microorganismos
flopatogenos que inducen dafios en las plantas y por ende disminucién en la
oroduccion, entre estos factores bidticos sobresalen los hongos, bacterias,
ftoplasmas, virus, y nematodos; éstos Ultimos se han reportado en el cultivo de
tomate en Argentina, Brasil, México, Nicaragua, El Salvador, Costa Rica, Espafia,
Panama, Jamaica, Puerto Rico, Venezuela y Trinidad y Tobago (Sosa-Moss et al.,
1985). En estudios realizados en Nicaragua, se reporta la presencia de los
aeneros Meloidogyne spp., Pratylenchus, Tylenchorrhynchus y Helicotylenchus
Salazar-Antén y Guzman-Hernandez, 2013). Asi mismo, en Espana se ha
reportado a Meloidogyne incognita, M. arenaria y M. javanica,atacandoel sistema
radical de tomate y causando agallas o dafios mecanicos inducidos por la entrada
del estilete (Sorribas et al., 2002).

Uno de los principales problemas fitopatoldgicos en el cultivo de tomate y
otros cultivos en México, es el nematodo “agallador” Meloidogyne spp., que afecta
a un amplio rango de hospederos (hierbas, arbustos y arboles); sin embargo,
existen especies que no han sido reportadas y en las que por ese hecho se
desconocen sus umbrales de dafio en el cultivo de tomate (SAGARPA, 2011).

En el estado se Sinaloa en el cultivo de tomate, se considera que el género
Meloidogyne ocasiona pérdidas que oscilan desde un 5 a 30% (SIAP, 2014). Sin
embargo, se desconoce la identificacion y distribucién actual de Meloidogyne
spp.en el cultivo de tomate, debido a que los reportes mas recientes son del afo
2000y 2001 (Carrillo et al., 2000; Cid del Prado et al 2001), por lo cual se cree que
en el estado de Sinaloa existen diferentes especies de Meloidogyne presentes en
el cultivo de tomate. Por lo que su deteccion e identificacion para cada predio o
region es de mucha importancia para determinar el umbral de dano, y con ello
poder determinar las pérdidas reales ocasionadas por estos fitoparasitos, ademés
de seleccionar el tipo de manejo o control. El objetivo del presente trabajo fue

identificar morfolégica y molecularmente a las especies del nematodo agallador

(Meloidogyne spp.) presentes en el cultivo de tomate, asi como determinar su

distribucion en el estado de Sinaloa, México.




1.2 REVISION DE LITERATURA
1.2.1 Nematodos fitoparasitos

Los nematodos son organismos pluricelulares de cuerpo semitransparente y
cilindrico con el diametro de sus extremos generalmente reducido, ademas, poseen
todos los sistemas fisiologicos de los animales superiores con excepciéon del
sistema respiratorio y circulatorio, considerandolos como cosmopolitas debido a que
se les puede encontrar en cualquier parte donde exista vida, incluyendo los
desiertos, el fondo del mar, los hielos del antartico y manantiales termales; sin
embargo, algunas especies que viven en la tierra solo se alimentan de plantas
superiores (nematodos fitoparasitos), otros afectan a insectos, a los animales
domésticos y al hombre, pudiendo causar serios problemas si no se controlan
oportunamente (Sanchez y Talavera, 2013).

1.2.2 Ecologia y distribucién

El tipo, numero y distribucion de nematodos de los suelos agricolas
dependen del clima, suelo y otros factores locales, para el caso de los nematodos
fitoparasitos, su poblacion estara determinada por el tipo de plantas susceptibles
que han crecido en el suelo y por las medidas que se han ejercido para su control
(Carrillo et al., 2000).

La mayoria de los nematodos que se alimentan de plantas viven al menos
una parte de su vida en el suelo y se alimentan de las raices y tallos subterraneos
de las plantas, por lo que en cultivos anuales se encuentran en mayor
abundancia en la capa comprendida entre los 0 y 30 cm de profundidad, pero
también se han encontrado desarrollindose a capas mas profundas donde
crecen las raices de los cultivos perennes (Weiland, 2001).

Las poblaciones de los nematodos no permanecen estacionadas;
disminuyen cuando las condiciones existentes no favorecen la reproduccion y
aumentan cuando existen raices de plantas susceptibles que sirven para la
alimentacién o cuando la temperatura y humedad del suelo favorecen la

actividad de los nematodos; mientras que las especies fitoparasitas aumentan

con gran rapidez pocas semanas después de haberse plantado el cultivo




susceptible y las poblaciones alcanzan su maximo cuando el crecimiento de la
raiz es mas activo (Weiland, 2001).

Aungue alun se conoce muy poco sobre la ecologia de los nematodos
agalladores (Meloidogyne spp.), se sabe que la naturaleza del suelo, estructura,
aireacion y grado de humedad ejercen una gran influencia en la vida de los
nematodos, asi como el alimento (materia organica) y la competicion biolégica
nematodos de vida libre). Ademas de los anteriores, se considera de gran
mportancia la textura y las caracteristicas quimicas de la solucién del suelo (pH y
conductividad eléctrica) (Yeates, 1996; Guzman et al., 2008).

1.2.3 Sintomas ocasionados por nematodos

Los nematodos que infectan a las plantas producen sintomas tanto en las
raices como en los érganos aéreos de las plantas, en la raiz aparecen en forma de
nudos, agallas o lesiones en ella, ramificacién excesiva de la raiz, puntas dafiadas
y pudriciones de la raiz cuando las infecciones por nematodos van acompariadas
por bacterias y hongos sapréfitos o fitopatdgenos; dichos sintomas con frecuencia
van acompafados por sintomas no caracteristicos en los organos aéreos de las
plantas y que aparecen principalmente en forma de un menor crecimiento,
sintomas de deficiencias de nutrientes como el amarillamiento del follaje, el
marchitamiento excesivo en tiempo calido o seco, una menor produccién de las
plantas y una baja calidad de sus productos (Sanchez y Talavera, 2013).

Algunas especies de nematodos invaden los érganos aéreos de las plantas
mas que las raices, y en ellos producen agallas, pudriciones y lesiones necroticas,
retorcimiento o deformacion de las hojas y tallos, y un desarrollo anormal de los
verticilos florales (Carrillo et al,, 2000).

El nematodo mas importante en el &mbito mundial por el amplio rango de
hospederos que ataca, asi como su gran adaptacion a diferentes condiciones
ambientales y por los grandes dafos que causa a plantas cultivadas, es el
nematodo agallador Meloidogyne spp. (Mufioz, 2011).

1.2.4 Importancia del género Meloidogyne en el cultivo de tomate

En diversas partes del mundo se considera al nematodo Meloidogyne como

una de las principales plagas en los cultivos horticolas; ademas se ha reportado




“omo una plaga de distribucién cosmopolita y es considerado como el mas
mportante dentro del grupo de los nematodos fitoparasitos que reducen
significativamente la preduccion agricola. Su importancia radica en su amplia
Jistribucion debido a su gran capacidad evolutiva para sobreponerse a las
condiciones ambientales desfavorables, al grado de parasitismo y el tipo de
"eproduccion partenogenética y anfimictica. Por lo que presentan gran adaptacion
/ es frecuente observar su presencia en regiones tropicales y subtropicales, asi
como en lugares con climas frios, templados y célidos (Cid del Prado et al., 2001).

En el cultivo del tomate, Meloidogyne spp. son importantes por su rapida
expansion, alta frecuencia de infestacion y su capacidad para reducir su
endimiento hasta en un 68% aproximadamente. Los dafios causados no sélo
reducen el numero de frutos del cultivo, sino que también afectan la calidad de los
mismos impactando de esta forma en sus precios. Se ha documentado que la
poblacidn inicial de Meloidogyne sp. influye en la severidad del dafio, afectando el
desarrollo del tomate y su rendimiento (Salazar-Anton y Guzman-Hernandez
2013).

En México, el nematodo agallador de raices se ha reportado en al menos
23 de los 32 estados. El género Meloidogyne afecta a plantas cultivadas y
silvestres; actualmente se considera que en casi todos los cultivos son
susceptibles al ataque del nematodo (Guzman et al., 2008).

1.2.5 Ciclo de vida y parasitismo de Meloidogyne spp.

Una vez que los juveniles de segundo estado eclosionan del huevo, si se
encuentran en el interior de las raices infectan los tejidos cercanos, y si por el
contrario se encuentran en el exterior, migran en el suelo en busca del
nospedante. Se ha demostrado que éstos son atraidos por emanaciones de CO, y
aminoacidos provenientes de la zona de elongacion y areas de emergencia de
raices laterales, las que son captadas por sus organos cefalicos sensoriales,
fundamentalmente las anfidias (Karssen y Moens, 2006). Los juveniles de
segundo estado, en su penetracion y movimiento utilizan medios mecanicos y
guimicos. Como su estilete no es tan robusto que les permita perforar las paredes

celulares, segregan enzimas digestivas que debilitan la lamina media entre las
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-=lulas (Fenoll y del Campo, 1998). Cuando los juveniles de segundo estado

Zcanzan el cilindro vascular en desarrollo, reconocen una célula particular y se
=stablecen; dicha célula sera la precursora del sitio de alimentacion permanente:
‘; - componentes de las secreciones de los nematodos son los responsables de
=-tvar los mecanismos implicados en la induccién de los sitios de alimentacion
g “=en y Roberts, 1998; Abad et al., 2003; Williamson y Gleason, 2003). La
‘=rmacion de la célula gigante, como sitio de alimentacién permanente en la
r -=nta, es el resultado de repetidas divisiones nucleares sin citocinesis. El
Jltado final es una célula grande multinucleada (Gheysen y Fenoll, 2002: Abad

- 2003). Al formarse estas células gigantes, se bloquean los vasos del xilema

—
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Zucen la multiplicacion de células corticales, que aumentan tanto en tamanio

00. 1998; Almeida, 1999). El tamafio de |a agalla esta relacionado con la
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r
t ~<77% =0 numero, produciéndose entonces una agalla o nudo en la raiz (Fenoll y

nospedante, el nimero de juveniles de segundo estado y la especie de
"=matodo (Karssen y Moens, 2006).

0s
~sculos de la pared de su cuerpo degeneran y quedan atrapados en el interior

== 2s agallas o nodulos (Fenoll y del Campo, 1998; Keen vy Roberts, 1998). A

: —
¥ -=

; Después de establecidos los nematodos en el sitio de alimentacion, |
\
\
]

de este momento dependen absolutamente de €sa zona para abastecerse
== 2gua y de nutrientes (Abad et al., 2003). Una vez inmovilizados, pasan por una
s=gunda, tercera y cuarta muda hasta alcanzar la fase adulta y la madurez sexual.
—.rante la dltima muda los machos cambian dramaticamente su forma y
=0andonan la raiz. Las hembras comienzan a engrosar su cuerpo y como
-onsecuencia provocan ruptura de los tejidos de la planta quedando conectadas
-2n su estilete al sitio de alimentacién. Las hembras se reproducen asexualmente
' Segregan una matriz gelatinosa dentro de la cual depositan cientos de huevos
<arssen y Moens, 20086).

Los huevos inmersos en esta matriz gelatinosa, pueden quedar en el

=xterior de los tejidos o encerrados en el interior de la raiz hasta su eclosién.

~entro de los huevos se forma el primer estado larval y se produce la primera

Tuda antes de eclosionar (Karssen y Moens, 2006). La produccién de huevos es




-7 proceso muy perjudicial para la planta infestada, la formacion de los mismos
s.oone una gran demanda de agua, nutrientes y productos de la fotosintesis
~enoll y del Campo, 1998). ‘

Los sintomas del ataque de Meloidogyne spp. son enanismo de la planta y
=marillamiento de las hojas. Las plantas manifiestan sintomas de deficiencia de
=2ua en las horas de mayor calor, aun en presencia de riego adecuado, lo cual se
“=0e a la poca capacidad de la planta atacada para aprovechar el agua disponible
“leiland, 2001).

Los sintomas tipicos se presentan en el sistema radical donde las plantas
#'acadas son en general mas cortas y sin ramificaciones laterales, y el sintoma

2s caracteristico es la formacion de agallas o tumores. El sistema radical asi

steriorado no es capaz de absorber el agua y los nutrientes disponibles en el

s.zlo y, en consecuencia, las plantas sufren retardo en el crecimiento (Mufioz,

2011).
Las agallas son {a manifestacion externa del atague de Meloidogyne spp.
=7 el sistema radical; sin embargo, internamente sufre dafios gue se inician desde
= momento de penetrar los juveniles del segundo instar (J2), cerca de las puntas
= las raices o en las zonas de elongacion; al hacerse sedentario el patogeno,
=sie induce mediante secreciones a través del estilete, una serie de cambios en
°s tejidos radicales, como un aumento en el tamafio de las células (hipertrofia)
-2 se encuentran cerca de la cabeza del nematodo vy la multiplicaciéon celular
“perplasia) que da origen a las agallas. Las células hipertrofiadas son conocidas
-omo “células gigantes”, son las que proporcionan al nematodo la fuente de

mentacion necesaria para su completo desarrollo y reproduccion (Mufioz, 2011).

[AY]

Al "hacer un corte transversal de una agalla radical en una planta

w

ssceptible, se observa que ha perdido el arreglo normal de los tejidos, debido al
“=splazamiento de algunos de ellos, producido por la multiplicacion anormal de las
-=lulas, la formacién de células gigantes y engrosamiento del nematodo dentro del
‘=/do (Carrillo et al., 2000). Esta disrupcion de los tejidos, especialmente de los

aces vasculares (floema y xilema), hace que en la planta se reduzca el flujo

“ormal de agua y nutrientes desde las raices a la parte aérea: como consecuencia




se disminuye su crecimiento y manifiesta los sintomas de deficiencias
nutricionales (Mufioz, 2011).
1.2.6 Principales especies de Meloidogyne que afectan el cultivo de tomate

Las especies de nematodos del género Meloidogyne constituyen uno de los
patdgenos mas nocivos del cultivo del tomate a nivel mundial, ya que las especies
Jel genero dafan severamente las raices del cultivo. Meloidogyne se distingue de
otros géneros por tener un amplio rango de hospedantes, esto ha hecho que sea
catalogado como el género de nematodos fitoparasitos de mayor importancia
economica en el mundo (Salazar-Antén y Guzman-Hernandez, 2013).

En México, en diferentes estados productores de tomate, se ha reportado la
presencia de 4 especies de Meloidogyne, dentro de las cuales destacan M.
ncognita, M. arenaria, M. javanica y M. hapla (Carrillo et al., 2000; Cid del Prado
et al.,2001); sin embargo, en la temporada 2012-2013, Martinez et al. (2015)
realizaron el primer reporte de la presencia de la especie M. enterolobii atacando
plantas de tomate portadoras del gen Mi (altamente resistentes a M. incognita, M.
Javanica y M. arenaria) en condiciones de cultivos de tomate en malla sombra.
1.2.7 Meloidogyne enterolobii

M. enterolobii ha sido reportada en Esparia (EPPO, 2011) y en México se
nha reportado en Veracruz en el cultivo de sandia (Ramirez-Suarez et al., 2014) y
en 2016 en pitahaya en Jalisco (Ramirez-Suarez et al., 2016). Se describe como
una especie con mayor adaptabilidad a diferentes temperaturas y su reproduccion
y agresividad son mayores que las especies M. incognita, M. arenaria, M. javanica
y M. hapla. Ademas de infectar plantas con los genes Mi, N y Tabasco, los cuales
le confieren resistencia a M. incognita, M. arenaria, M. javanica (Brito et al., 2007;
Kiewnick et al., 2009).

1.2.8 Identificacion morfolégica (tradicional) de nematodos fitoparasitos

La identificacion de nematodos se basa tradicionalmente en la cuidadosa
medicion y comparacion de las estructuras morfologicas de los mismos, dado que
se han observado diferencias significativas en dichas estructuras. Sin embargo,
algunas veces la discriminacion entre especies se basa en medidas promedio de

una poblacion de individuos, lo cual puede llegar a complicarse cuando las
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“oblaciones estan compuestas por mezclas de especies muy estrechamente
‘= acionadas entre si (Powers, 2004).

El primer paso en el desarrollo;de un protocolo de diagnéstico involucra la
s=leccion de un ejemplar o individuo representativo, lo cual es un punto critico en

= diagndstico tradicional, por lo cual resulta extrafio o irénico que en la mayoria de
-3 estudios este paso es el menos examinado. Ademas, este es un paso muy
-=licado, que en la mayoria de los casos requiere de un alto grado no sélo de
-onocimiento sino también de habilidades por parte del investigador (Powers,
2004).

Por medio del diagnéstico tradicional se han logrado identificar
=oroximadamente 25000 especies de nematodos y se estima que faltan por
-escribir entre 10 y 40 veces mas especies. Asi, se piensa que los métodos
Toleculares pueden ayudar a agilizar este proceso (Powers, 2004).

Algunas de las desventajas de los métodos tradicionales de identificacion
“cluyen los bajos niveles de sensibilidad y la necesidad de suficientes cantidades
2= material para los analisis. Ademas, se requiere de personal altamente
~alificado, con un alto grado de habilidad y especializacion, ya que las diferencias
morfoldgicas suelen ser muy pequenas. Asimismo, esta técnica requiere de mucho
“=mpo, por lo que se han empezado a realizar estudios utilizando las técnicas
Toleculares, ya que brindan varias ventajas en el diagnoéstico de nematodos
Sates et al., 2002).

1.2.9 Identificacion mediante técnicas moleculares de nematodos
fitoparasitos

Como se mencioné en la seccidn anterior, el uso de técnicas de diagnéstico
radicionales o morfolégicas puede presentar una serie de desventajas, por lo que
s¢ han desarrollado una gran cantidad de métodos alternos a éstos, para facilitar
=l diagnostico de nematodos.
1.2.9.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en una técnica que
cermite multiplicar exponencialmente pequenos fragmentos de ADN, es un

orocedimiento experimental que reproduce en un tubo de ensayo un proceso




esencial en la vida de la célula: la replicacién del material genético. Es
ndispensable la presencia de una ADN polimerasa termoestable (Taqg polimerasa
o Pful), imprimadores que flanquean la regién de ADN patrén que se desea

amplificar, dNTPs (A, C, G, T) para la sintesis de las cadenas complementarias,

2+
cofactores como el Mg y un amortiguador de reaccidén que optimizan la actividad

de la ADN polimerasa (Madriz, 2005).

La PCR ha ampliado enormemente el poder de la investigacion del ADN
recombinante y ha encontrado aplicaciones en un amplio rango de disciplinas,
ncluyendo la biologia molecular, la genética y la evolucion. Una de las grandes
/entajas de esta técnica radica en que, a diferencia de otras técnicas de ADN
recombinante, en las que se requiere la disponibilidad de grandes cantidades de
un segmento especifico de ADN, la PCR permite la amplificacion directa de
segmentos de ADN especificos sin clonacion, y pueden utilizarse fragmentos de

! ADN que estan presentes en cantidades infimamente pequefias. Ademas, la PCR
tiene la ventaja de ser mas rapida y menos laboriosa que las técnicas de clonacion
convencionales, y ha reemplazado la utilizacién de sondas clonadas en campos
como el diagnostico prenatal (Klug y Cummings, 1999).

Existen una gran variedad de técnicas moleculares que han sido utilizadas
satisfactoriamente en la identificacion de nematodos, entre las cuales se pueden
citar:

* PCR Simple: PCR en la que se utiliza un Unico par de iniciadores, especificos o
universales, para amplificar una secuencia de ADN.

* PCR-Multiplex: es una variante de la PCR que permite la amplificacion
simultanea de mas de una secuencia de interés (blanco) en una reaccion, por
medio de la utilizacion de mas de un par de iniciadores. La ventaja es que reduce
el tiempo de diagnostico, ya que se pueden identificar mas de una especie en el
mismo ensayo (Bulman y Marshall, 1997).

1.2.9.2 Visualizacion de ADN: la electroforesis

La electroforesis en gel es una técnica crucial tanto para el andlisis como
para la purificacion de los acidos nucleicos, cuando una molécula cargada se

coloca en un campo eléctrico, migrara hacia el electrodo con la carga opuesta; los
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=Cidos nucleicos son moléculas cargadas negativamente, debido a la presencia
2rupos fosfato en su estructura, por lo que migraran hacia el polo positivo (anod
=ste campo eléctrico se aplica a geles o matrices, que consisten en una r
-ompleja de poros, sobre los cuales las moléculas de 4cidos nucleicos migrar
Jale y Von Schantz, 2002).

Transcurrida la electroforesis, la localizacion relativa de los fragmentos

et

“etermina mediante distintos métodos de deteccién. La tincién con bromuro

“dio, una sonda fluorescente tras iluminacién con luz ultravioleta, es un méto
2=neralizado de deteccion de fragmentos de ADN, ya que la sonda se intercz

=nire la doble hélice de ADN y emite luz (Dale y Von Schantz, 2002).




CAPITULO 2
PRIMER REPORTE DE Meloidogyne enterolobii PARASITANDO
TOMATE EN CULIACAN, SINALOA, MEXICO

2.1 Resumen

Durante el ciclo horticola 2012-2013, se observé la presencia de agallas en
plantas de tomate cv Ramseés (con alta resistencia a M. incognita, M. javanica y M.
arenaria) cultivadas en suelo y en condiciones de malla sombra en Culiacan,
Sinaloa. El objetivo del presente trabajo fue identificar la especie de Meloidogyne
=staba causando agallamiento en las raices de las plantas. Se colectaron raices
zgalladas, y se procedi6 a la identificacion morfolégica y molecular mediante PCR
para las hembras extraidas de las raices. Basados en caracteristicas
morfolégicas, morfométricas y confirmacion por PCR, el agente causal se identificd
zomo Meloidogyne enterolobii.

Palabras clave: Lycopersicon esculentum, agricultura protegida, patogenicidad.
2.2 Introduccion

El tomate es uno de los cultivos horticolas mas importantes en el Noroeste
22 México. En Sinaloa, México, en el ciclo horticola 2012-2013 se sembraron
13,785 hectareas, de las cuales, 2,405 correspondieron a superficie protegida
malla sombra e invernadero).

Durante los ultimos diez ciclos horticolas, se ha observado la presencia de
=0allas radiculares en diferentes hibridos comerciales de tomate. Sin embargo, en
= ciclo 2012-2013, se observo en condiciones de malla sombra, el dafio de
z2zllamiento por nematodos en el hibrido de tomate indeterminado cv Ramsés, al
-.al lo reportan con alta resistencia al dafio de las especies Meloidogyneincognita,
W' javanica y M. arenaria.

Los sintomas causados por el dafio de nematodos incluian
‘ =chaparramiento de las plantas, presencia de agallas en la raiz (Figura 1) y como
“2nsecuencia reduccion en el rendimiento. Lo anterior indica que el dafio a estas
- 2ntas podria estar causado por una especie de nematodo aun no detectada en
= zona de estudio, por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue identificar la

=soecie de nematodo agallador responsable de la enfermedad.
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Figura 1. Dafio de Meloidogyne enterolobii en Solanum lycopersici L. A) y B)
Sintomas aéreos (achaparramiento, clorosis y marchitamiento). C) y D)
Sintomas en raiz (agallas o tumores).

2.3 Materiales y métodos
Se colectaron 20 sub muestras de suelo y raices agalladas en cultivos de
tomate cv Ramsés bajo malla sombra en el valle de Culiacan, las cuales se

f
nomogenizaron para formar una sola muestra (2 kg). La extraccién de machos y
juveniles se realizé mediante la técnica de tamiz-embudo (Cobb, 1918). Para
extraer las hembras adultas de las raices se utilizé la técnica de triturado de tejido
| radical y se procedi6 a su identificacion a nivel género y especie. Los
| especimenes de hembras globosas, se sometieron a diseccién, para obtener
| patrones o modelos perineales. Cada uno de los patrones o modelos perineales

que presentaron las hembras, se comparé con los ya reportados por Yang y
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='senback (1983). Para la confirmacion mediante técnicas moleculares de la
“entidad de Meloidogyne a nivel especie, se extrajeron 50 hembras con una aguja
e diseccion y se depositaron en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL;
costeriormente, se afadié una alicuota de 45 pL de buffer de lisis (NaOH 50mM),
== sometid a lisis por calor a 95°C por 10 min, se agregd una alicuota de 45 L de
“ris-HCI (pH 8) y se centrifugd por 3 min a 10000 rpm (Huet al., 2011): se
‘=cuperd el sobrenadante, para proceder con la PCR utilizando el par de
niciadores especificos Me-F (5-AACTTTTGTGAAAGTGCCGCTG-3') y Me-R (5'-
TCAGTTCAGGCAGGATCAACC-3'), que codifican un fragmento de la region
"ADN-IGS2 (Long et al., 2006).

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando el sistema de PCR core
Systems 1 (Promega). El volumen total de la mezcla de reaccién fue de 25 pL para
‘odas las reacciones. El contenido de la mezcla de reaccion fue: 10 ngde ADN
2endmico, 5 pL de buffer de PCR 10x, 3 uL de MgCl; (25 mM), 0.5 pL de cada
INTP (10mM), 1 L de cada iniciador, 0.2 pL de Taq polimerasa (5u/uL) y el resto
Je agua nanopura estéril. La amplificacién del ADN se llevé a cabo en un
‘ermociclador (BIO-RAD T100), bajo las siguientes condiciones de amplificacion:
24°C por 2 min, 35 ciclos de 94°C por 30 s, 64°C por 30 s, 68°C por 1 min,
seguidos de una extensién final a 72°C por 5 min.

Una alicuota del producto de PCR se visualizo, en un gel de agarosa al 1%,
tefiido con 1 pL de bromuro de etidio (10 mg mL™"), en un transiluminador
Benchtop UV). La respuesta positiva se definié como una banda visible de 256 pb
Figura 2). Adicionalmente, se evalu¢ la densidad de poblacion de Meloidogyne en
el suelo colectado y se realizé una prueba para confirmar la patogenicidad de los
nematodos sobre el cv Ramsés.
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=igura 2. Gel de agarosa al 1% mostrando el fragmento de ADN amplificado a
partir de hembras de Meloidogyne enterolobii. M, marcador de peso
molecular; carril 1, control negativo; carril 2, carril 3 y carril 4, muestras de
nematodos procedentes de raices agalladas de plantas de tomate.

La prueba de patogenicidad se realiz6 en 30 plantulas de tomate cv
=2mses de 4 semanas de edad, en macetas que contenian 5 kg de sustrato
“=rmado por suelo (estéril) y fibra de coco en relacion 3:1, a las que se les aplicé
.~2 dosis de in6culo de 15 larvas por 100 g de suelo. En plantas testigo solo se
227290 agua destilada. Las plantas se mantuvieron dentro de un invernadero a 28°
- v 70% de HR, se regaron cuando fue necesario y se aplicé una dosis de
=tizante (10 meq L de NOs, 1.5 meq L™ de H,PO4, 3 meq L™ de SO4, 8 meq L™
== ¥ 6meq L"de Cay 5 meqL" de Mg) al inicio del experimento.

2 4 Resultados y discusion
La poblacién de nematodos en la muestra colectada fluctué entre 300 y 315
=~vas por cada 100 g de suelo. Los juveniles (J2) se caracterizaron por ser
=miformes anillados, con extremos ahusados, de 406.3-469.9 uym de largo. Los
—achos son vermiformes, ligeramente anillados hacia adelante y redondeados de
= parte posterior, de tamano variable, donde el estilete oscilé entre 21.3 y 24.9
-7 Las hembras son anilladas con campos laterales blancos y de forma piriforme,

-= tamafo variable. La relacion entre la distancia de la cabeza al poro excretor
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oscilé de 4.1 a 4.5 um, ubicandose a nivel del metacorpus. La longitud del estilete
‘ue de 13.0-17.8 pm. Los patrones perineales fueron de ovoides a redondeados,
con el arco moderadamente alto y redondeado (Figura 3). Las caracteristicas
morfolégicas y morfométricas coinciden con lo reportado por la EPPO en 2011,
oara M. enterolobii (Yang y Eisenback, 1983) o su sinébnimo M. mayaguensis
Rammah y Hirschmann, 1988).

Figura 3. Microfotografia del patrén perineal de una hembra de Meloidogyne
enterolobii aislada de plantas de tomate.

En los ensayos de patogenicidad, la formacién de agallas y sintomas de
dafio por nematodos fue observado a los 45 dias después de la inoculacién. Se
realizd la extraccion de nematodos, se confirmaron las caracteristicas
morfolégicas y la identificacién por PCR se realizd en hembras del nematodo
tomadas directamente de las agallas formadas, lo que confirmé la patogenicidad
de M. enterolobii. En las plantas control no se observé ningln dafio por nematodo.
El experimento fue repetido bajo las mismas condiciones y se obtuvieron
resultados similares.

Aunque M. enterolobii ha sido detectado en diversos paises como: Congo,
Costa de Marfil, Malawi, Senegal, Sudafrica, Estados Unidos de América, Brasil,
Costa Rica, Cuba, Guatemala, Martinica, Trinidad y Tobago, Venezuela y Francia,

y en cultivos como: Capsicum annuum L., Citrullus lanatus L., Coffea arabica L.,
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=lycine max L., [pomea batatas L., Solanum lycopersici L., Nicotiana tabacum L.,
I ~haseolus vulgaris L., Psidium vulgaris L., Psidium guajava L., Solanum
| melongena L. y plantas ornamentales, en México solamente existe el reporte de
p Ramirez et al. (2014) quienes identificaron a M. enterolobii causando dafios en el
cultivo de sandia en el estado de Veracruz.
2.5 Conclusiones
El agente causal del agallamiento en plantas de tomate cv. Ramsés es
eloidogyne enterolobii.
—asta donde conocemos este es el primer reporte de M. enterolobii afectando
olantas de tomate en el valle de Culiacan.
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CAPITULO 3
DENTIFICACION Y DISTRIBUCION DE Meloidogyne SPP. EN
TOMATE, EN SINALOA MEXICO

=T B=sumen

= nvel mundial el género de nematodos fitoparasitos de mayor importancia
=% W=odogyne, ya que afecta mas de 3,000 especies de plantas y su infeccién se
2 por la formacién de agallas en la raiz de Ia planta infectada. En Sinaloa
“= Z=sConoce la distribucion actual de Meloidogyne, debido a que los reportes
== "=centes son del afio 2000 y 2001, identificando a las especies M. incognita,
=nana. M. hapla y M. javanica, distribuidas en el estado.En el presente
#5220 de investigacion los objetivos fueron identificar morfolégicamente y
To=cuarmente las especies del nematodo agallador (Meloidogyne spp.); asi
~270 determinar su distribucion en el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum

- =0 Sinaloa, México. Se muestrearon lotes cultivados con tomate en las distintas

4

-~as horticolas de Sinaloa, México, durante los ciclos agricolas 2013-14, 2014-

= 2015-16 y 2016-17, en campo abierto, malla sombra e invernaderos, donde se

sclaron muestras de suelo y raices agalladas, para realizar identificacion
—orfoldgica y molecular. Las especies identificadas en las muestras colectadas
“—=ron M. enterolobii, M. incognita y M. arenaria con un 88, 10 y 2% de incidencia
‘=spectivamente. Estos resultados indican que M. enterolobii, M. incognita y M.
=enaria se encuentran distribuidos en el estado de Sinaloa en el cultivo de
‘“mate, siendo M. enterolobii la especie predominante.
3.2 Abstract

Globally the genus of major nematode parasitic nematodes is Meloidogyne,
23 it affects more than 3,000 plant species and its infection is characterized by the

‘ormation of galls in the root of the infected plant. In Sinaloa the current distribution

>f Meloidogyne is unknown, since the most recent reports are from 2000 and 2001,
Jentifying the species M. incognita, M. arenaria, M. hapla and M. javanica,
Jistributed in the state. In the present research the objectives were to identify
morphologically and molecularly the species of the root-knot nematode

Veloidogyne spp.); as well as to determine its distribution in the tomato crop
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=olanum lycopersicum L.), in Sinaloa, Mexico. Cultivated lots with tomato were
s2mpled in the different. horticultural zones of Sinaloa, Mexico, during the
#2ricultural cycles 2013-14,7,2014-15, 2015-16 and 2016-17, in open field, shade
mesh and greenhouses, where samples of soil and gilled roots were taken, to

PR

==rorm morphological and molecular identification. The species identified in the
->'ected samples were M. enterolobii, M. incognita and M. arenaria with 88, 10
=nd 2% incidence respectively. These results indicate that M. enterolobii, M.
“cognita and M. arenaria are distributed in the state of Sinaloa in the tomato crop,
"t M. enterolobii being the predominant specie. The results allowed to report for
e first time M. enterolobii, parasitizing tomato crop in Sinaloa, Mexico.
alabras clave: nematodo agallador, Solanum lycopersicum, horticultura
3.3 Introduccién

El tomate es el principal producto agroalimentario de exportacion en
‘!exico, su produccion en el afio 2013, fue de 3.2 millones de t (SIAP, 2017). En la
=mporada 2013-2014 se cultivaron en Sinaloa 47,136 ha de hortalizas,
oroduciendo alrededor de 1 millén de t de tomate, exportandose de ese total 313,
4 tcon un valor de 303.2 millones de délares (CIDH, 2014).

oo

Las especies de nematodos del género Meloidogyne constituyen uno de los
catogenos mas nocivos del cultivo del tomate a nivel mundial, ya que las especies
e dicho género dafian severamente las raices del cultivo. Meloidogyne se
Jistingue de otros géneros por tener un amplio rango de hospedantes, esto ha
necho que sea catalogado como el género de nematodos fitoparasitos de mayor
mportancia econdémica en el mundo (Salazar-Anton y Guzman-Hernandez, 2013).

En México, Meloidogyne spp., es el género de nematodos fitoparasitos mas
mportante que ataca al cultivo de tomate, debido al porcentaje de pérdidas que
ocasiona, y en diferentes estados productores se ha reportado la presencia de
-uatro especies: M. incognita, M. arenaria, M. javanica y M. hapla (Carrillo et al.,
2000; Cid del Prado et al,2001); sin embargo, en la temporada 2012-2013,
artinez et al. (2015), realizaron el primer reporte de la presencia de la especie M.

enterolobii atacando plantas de tomate portadoras del gen Mi (altamente
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resistentes a M. incognita, M. javanica y M. arenaria) en condiciones de cultivos de
tomate en malla sombra en Culiacan, Sinaloa.

Las técnicas de biologia molecular, especialmente las que implican la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), han proporcionado un enfoque
alternativo y sensible para la deteccion e identificacion de nematodos agalladores
y muchos organismos patégenos presentes en el suelo (Huet al., 2011).

Los objetivos del presente estudio fueron identificar morfolégicamente y
molecularmente a Meloidogyne spp., asi como conocer su distribucién en el cultivo
de tomate, en Sinaloa, México.

3.4 Materiales y métodos

Se muestrearon 160 lotes cultivados con tomate en etapa de produccion
bajo condiciones de campo abierto, malla sombra e invernadero en cuatro de las
principales zonas de produccion de Sinaloa: (Los Mochis, Culiacan, La Cruz de
Elota y Escuinapa), durante los ciclos agricolas 2013-2014, 2014-2015, 2015-2016
y 2016-2017, donde se tomaron los datos de la georreferenciacion de cada punto
de muestreo (Cuadro 1). La toma de muestra de suelo se realizd entre los 5y 30
cm de profundidad, cercano a la zona de crecimiento radical (rizésfera) de las
plantas, debido a que es donde se encuentra la mayor densidad de nematodos
fitoparasitos. También se incluy6 la colecta de raices agalladas para su respectivo
analisis. Cada muestra de suelo estuvo constituida por 2 kg (8 a 10 submuestras)

y 5 raices agalladas, se etiqueto y se almacend a 4 °C hasta la extraccion de
nematodos.

Cuadro 1. Localizacion de muestras en cultivo de tomate, en Sinaloa.

Municipio Latitud Longitud M.S.N.M.
Los Mochis  25°43'51.56" 108°45'42.67" 19
Los Mochis  25°55'43.13" 108°50'11.68" 30
Los Mochis  25°51'16.28" 108°54'36.75" 22
Los Mochis  25°47'17.75" 108°44'32.27" 24
Los Mochis ~ 25°39'55.11"  108°45'37.99" 12
Culiacan 24°53'22.86" 107°39'64.45" 26
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_uliacan 24°52'27.97" 107°41'41.41" 18
~uliacan 24°48'563.58" 107°48'11.44" 7
~uliacan 24°43'31.98'  107°36'26.59" 14
~uliacan 24°39'07.41" 107°28'37.93" 15
_uliacan 24°38'45.56" 107"3-0'18.54" 15
_uliacan 24°36'19.72"  107°34'37.05" 7
_uliacan 24°45'54.16" 107°31'03.34" 27
| ~uliacan 24°56'41.70" 107°28'13.01" 109
f ~uliacan 24°55'69.57"  107°26'36.05" 72
I ~uliacan 24°32'49.77" 107°26'12.75" 17
r _uliacan 24°32'19.36" 107°26'18.25" 15
L. _uliacén 24°31'18.36" 107°27'45.30" 10
tlota 24°01'55.38" 107°00'32.72" 7
s tlota 24°00'23.13" 107°01'27.80" 10
tlota 24°00'20.38" 106°59'41.17" 7
! Elota 23°57'24.13" 106°52'37.48" 54
| Elota 23°57'17.58" 106°51'42.45" 67
: —lota 23°54'04.78"  106°53'53.99" 10
i Elota 23°54'10.31"  106°52'26.60" 15
| tlota 23°53'40.45"  106°52'29.58" 20
=scuinapa 23°06'49.21"  106°01'54.69" 91
Zscuinapa  23°01'21.33" 105°55'10.96" 31
Sscuinapa  22°55'55.85" 106°06'31.24" 7
=scuinapa 24°44'25 53" 105°50'22.38" 5
=scuinapa 22°43'40.57" 105°50'16.49" 4
| =scuinapa 22°40'49.13" 105°47'57.83" 5

Las muestras de suelo y raices de cada muestreo, se analizaron en el

=ooratorio de Nematologia del CIAD, Culiacan. Los especimenes de nematodos

== ldentificaron con base en sus caracteristicas morfolégicas y patrones perineales

-= las hembras, apoyandose con claves taxondmicas de Eisenback y EPPO. Para
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# confirmacion de la identidad de Meloidogyne a nivel especie, las raices

e

2= adas se lavaron con agua destilada para remover el suelo, se seleccionaron
#22 as individuales, de dande se extrajeron 50 hembras con una aguja de
“s=ccion y se depositaron en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL:
“ostzriormente, se afiadid una alicuota de 45 pL de buffer de lisis (NaOH 50mM),
== sometid a lisis por calor a 95°C por 10 min, se agregé una alicuota de 45 pL de
~75-HCl (pH 8) y se centrifugd por 3 min a 10000 rpm (Huet al., 2011); se

=-.perd el sobrenadante, para proceder con la PCR utilizando los iniciadores

#.2nica), Ma-F y Ma-R (Meloidogyne arenaria), Mi-F y Mi-R (Meloidogyne
“=ognita), Mha-F y Mha-R (Meloidogyne hapla), que codifican para la region 28S
==Nr (Cuadro 2) (Huet al., 2011).

~uadro 2. Secuencia de primers especificos de Meloidogyne.
Especie

= mer " Secuencia de primer (5'-3') .
especifica

- Me AACTTTTGTGAAAGTGCCGCTG M. enterolobii
Yle TCAGTTCAGGCAGGATCAACC

- Jav.  GGTGCGCGATTGAACTGAGC M. javanica
= Jav.  CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC

- Ma TCGAGGGCATCTAATAAAGG M. arenaria
= Ma GGGCTGAATATTCAAAGGAA

= Mi GTGAGGATTCAGCTCCCCAG M. incognita
= Mi ACGAGGAACATACTTCTCCGTCC

- Mha TCGAGGGCATCTAATAAAGG M. hapla

‘Iha GGGCTGAATATTCAAAGGAA

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando el sistema de PCR core
-:stems 1 (Promega). El volumen total de la mezcla de reaccién fue de 25 ML para
“2as las reacciones. El contenido de la mezcla de reaccién fue: 10 ngde ADN
-=nomico, 5 pL de buffer de PCR 10x, 3 uL de MgCl, (25 mM), 0.5 ML de cada
“ TP (10mM), 1 uL de cada iniciador, 0.2 uL de Taqg polimerasa (5u/uL) y el resto
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de agua nanopura estéril. La amplificacién del ADN se llevé a cabo en un
termociclador (BIO-RAD T100), bajo las siguientes condiciones de amplificacion:

94°C por 2 min, 35 ciclos de 94°C por 30 s, 64°C por 30 s, 68°C por 1 min,
seguidos de una extension final a 72°C por 5 min.

Una alicuota del producto de PCR se visualizd, en un gel de agarosa al 1%,

tefiido con 1 pL de bromuro de etidio (10 mg mL"), en un transiluminador
(Benchtop UV). Se consider6 como respuesta positiva una banda visible de +250
pb. (M. enterolobii), 750 pb. (M. javanica), £950 pb. (M. arenaria), +1000 pb. (M.
incognita) y £1500 pb. (M. hapla).
3.5 Resultados y discusién

Del total de las poblaciones obtenidas, al analizar su caracterizacion
morfolégica, morfométrica y molecular, se registré una frecuencia del 88% para M.
enterolobii, 10% para M. incognita 'y 2% para M. arenaria (Figura 4).

.Porcentaje de frecuencia poblacional

u M. enterolobii
® M. incognita

M. arenaria

Figura 4. Porcentaje poblacional de especies de Meloidogyne en el cultivo de
tomate en Sinaloa.

Tomando en consideracion los patrones perineales de las hembras, las

caracteristicas de la region cefalica, tipo de estilete, tipo de nodulos basales y la

| distancia de la DGED las muestras se identificaron como M. enterolobii. hembras
|

anilladas con campos laterales blancos y de forma piriforme, de tamafio variable,
|
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& =zcon entre la distancia de la cabeza al poro excretor corta, ubicandose a
= 22l metacorpus. Estilete grueso y los patrones perineales fueron de ovoides a
=condeados, con el arcol moderadamente alto y redondeado. M. incognita
zr=s2nto dos anillos en la regién cefalica anillada y la parte anterior del estilete en
‘=™z de “remo” con punta roma, nédulos basales redondeados y la distancia de la

sr=sentaron el arco dorsal alto formado por estrias que variaron de lisas a
omcuadas, sin lineas laterales claramente visibles. M. arenaria tuvo |la
w=racteristica de tres anillos en la regién cefélica y la DGED larga; ademas, en los
—ocelos perineales mostrd presencia del arco dorsal con “hombreras”, formadas
2or ondulaciones pronunciadas de las estrias dorsales (Figura 5). La PCR
=—p/fico fragmentos de + 250 pb. (M. enterolobii), + 950 pb. (M. arenaria) y +1000
22 (M. incognita) respectivamente, lo que confirma los resultados obtenidos por

—orfologia y morfometria.

i 22s2 de los nbédulos a la DGED muy corta; ademas en los cortes permeales
|
L

|

Figura 5. Patrones perineales de: A) M. incognita, B) M. arenaria y C) M.
enterolobii, obtenido de hembras de raices de cultivo de tomate de Sinaloa.

De acuerdo a las areas de produccién o zonas muestreadas, M. enterolobii

se identificé en las cuatro zonas de produccion de Sinaloa, mientras que M.

T

arenaria se presentd en Los Mochis, La Cruz de Elota y Escuinapa, y M. incognita

solo se encontrd en las zonas de Culiacan y La Cruz de Elota.
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=nco sitios o areas se encontraron especies mezcladas, en una se

=570 M. enterolobii y M. incognifa 'y en cuatro se encontré |a mezcla
== zcional de M. arenarialy M. enterolobii

Los resultados de la identificacion de las eéspecies de Meloidogyney su

£22i0n con la georreferenciacion tridimensional, coinciden con los reportes de

“72s Investigadores (Castro et al., 1990; Cid del Prado et al., 1998; Carrillo et al.,
--20: Cid del Prado et al., 2001; Martinez et al., 2015), ya que reportan que los

———
=2

alos de distribucion estan regidos en base a los rangos de variacién de cada
.72 de las especies.
El presente estudio contribuye al conocimiento de la distribucién actual de
‘=oidogyne en Sinaloa y se considera una base para futuras herramientas de
zontrol.
28 Conclusiones

El nematodo agallador (Meloidogyne), se encuentra distribuido en todas las
=2nas de produccién de tomate en Sinaloa analizadas en el presente estudio,

==ndo la especie M. enterolobii |a que se encontré con mayor frecuencia y

iribucién en las cuatro zonas muestreadas. M. incognita sélo se encontré en

~~racan, y La Cruz de Elota, mientras que M. arenaria se encontré en las zonas
= Los Mochis, La Cruz de Elota y Escuinapa (Figura 6).

26




1O8*30"

1O7=230"

106230

1O5<30
«——%—--

LIS L 6

24°30°

AL crrericlrics

AL crrerealolii

10+

AL Fricargrriiics
23230

Figura 6. Distribucion de especies de Meloidogyne en cultivo de tomate, en
Sinaloa.
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES GENERALES

Las especies identificadas morfolégica y molecularmente en las cuatro

zonas muestreadas de producciéon de tomate en Sinaloa, son:M. arenaria, M.
enterolobii yM. incognita. La especie M. enterolobiise encontr6 con mayor
incidencia, seguida de M. incognita yM, arenaria.M. enterolobii se identifico en las
cuatro zonas de produccion analizadas, mientras que M. incognita en Culiacan y la
Cruz de Elota, y M. arenaria en Los Mochis, La Cruz de Elota y Escuinapa.Los

resultados permitieron reportar por primera vez M. enterolobii, parasitando el
cultivo de tomate en Sinaloa, México.
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