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RESUMEN

Se estima que los nematodos fitoparasitos representan la principal amenaza para los cultivos a nivel
mundial, disminuyendo el rendimiento hasta 12% o mas al afio, lo que se traduce en una pérdida
econOmica estimada en méas de $157 mil millones de délares (Singh et al., 2015). La infestacion de
nematodos endoparasitos del género Meloidogyne en las raices de las plantas es facilmente
reconocible debido a la formacion de agallas o nudos de aspecto similar a tumores. La secrecion
de efectores que le permiten al nematodo alimentarse, tienen como consecuencia la generacion de
células vegetales afectadas, muerte o debilitamiento de las yemas, formacion de lesiones,
degradacidn de tejidos y una disminucion en la eficiencia de la absorcidn de agua y nutrientes del
suelo (Talavera, 2003; Agrios, 2005). También se favorecen las infecciones secundarias por otros
patdégenos (Moens et al., 2009). Para abordar este problema, numerosos estudios se han centrado
en el uso de bacterias y hongos como métodos de biocontrol, los que poseen la capacidad de atacar
y matar a los nematodos en sus diferentes etapas de desarrollo, entre los que destacan bacterias del
género Bacillus y hongos de los géneros Paecilomyces, Pochonia y Purpureocillium. El presente
trabajo se enfocd en evaluar la interaccion entre bacterias de la especie Bacillus velezensis cepa 83
(Galindo et al., 2013; Balderas, et al., 2020) y la cepa MTLO1 del hongo Purpureocillium lilacinum
como estrategia de biocontrol dirigida contra Meloidogyne enterolobii, sobre plantas de tomate
(Solanum lycopersicum). El hongo nematdfago P. lilacinum MTLOZLfue aislado de un cultivo de
tomate infestado con nematodos de la especie M. paranaensis, este fue identificado por medio de
técnicas moleculares e inferencia filogenética. Ademas, se establecio un modelo de propagacion
de nematodos de M. enterolobii en plantas de tomate. Se evaluo el efecto de la inoculacion de las

cepas fungica y bacteriana de manera individual y en conjunto sobre plantas de tomate y se



determiné su actividad biocontroladora de nematodos en plantas infestadas con M. enterolobii.
Posteriormente, se probd que las cepas de P. lilacinum MTLO1 y B. velezensis 83(ya descrita y
comercializada en el producto FungiFree) no tuvieron efectos adversos sobre las plantas de tomate.
Se encontr6 que, de manera individual y en co-inoculacion, las cepas fueron efectivas para reducir
la poblacion de nematodos en las plantas infestadas. Ademas, las plantas tratadas con ambos
organismos mostraron un incremento en la produccion de flores, lo que sugiere que estos

microorganismos son efectivos para contrarrestar el dafio causado por los nematodos.

Palabras clave: control bioldgico, nematodos, M. enterolobii, hongos nematdfagos, P. lilacinum

MTLO1, B. velezensis 83, cultivos, tomate, agallas, raices.



1 INTRODUCCION

Los nematodos agalladores son patégenos de plantas ampliamente distribuidos en los suelos de
cultivo a nivel mundial. La caracteristica principal de la infestacion de plantas por nematodos
agalladores es la aparicion de protuberancias en el sistema radicular en forma de ‘nudos’ o
‘tumores’, que interrumpen el transporte de agua y nutrientes a través de las plantas; como efectos
colaterales, también se manifiesta dafio foliar, que incluye clorosis y necrosis en las hojas,
disminucion de tamafio general de la planta y aborto de frutos en algunos casos. Ademas, se

aumenta la susceptibilidad de la planta al ataque de otros patégenos (Agrios, 2005; Bernal,2010).

Debido a los graves dafios que causa en los cultivos y las pérdidas millonarias que genera, los
estudios del género Meloidogyne destacan como relevantes para la produccion de hortalizas a nivel
nacional. Las especies con mayor prevalencia en los campos mexicanos son, M. incognita, M.
javanica, M. hapla y M. enterolobii, siendo consideradas dentro de los fitopatdgenos mas nocivos
del cultivo del tomate a nivel mundial, ya que dafian severamente el sistema radicular de las plantas

(Romero et al., 2019; Martinez-Gallardo et al., 2019).

El tomate rojo o jitomate (Solanum lycopersicum) es el principal producto agroalimentario de
exportacion en el pais (SADER, 2022) y actualmente, México ocupa el primer lugar a nivel mundial

en exportacion de jitomate (FAOSTA, 2020).

Recientemente, se ha determinado que M. enterolobii es la especie infectiva predominante y ejerce
el mayor impacto sobre los cultivos de jitomate en Sinaloa principalmente, ademas de en Veracruz,

donde afecta a cultivos de jitomate, chile, sandia, guayaba, nopal, frijol, tomate de cascara,



zanahoria, acelga, entre otros (Alcasio-Rangel et al., 2014; Martinez Gallardo et al., 2015;Villar-

Luna et al., 2016; Salinas-Castro et al., 2022)

Existen varios métodos de control para nematodos fitoparésitos. En México, la principal estrategia
de control es por aplicacion de agroquimicos, seguida de la alternancia de cultivos (cultivos no
hospederos, resistentes o toxicos para nematodos, que evitan que se complete el ciclo reproductivo)
(Zepeda-Jazo, 2018; SENASICA, 2019; Zelaya-Molina et al., 2022). También existen métodos de
biocontrol, aunque son aplicados en menor medida por la baja efectividad que presentan. Por lo
tanto, es importante buscar nuevos métodos de biocontrol o bien, aumentar la eficiencia de los
existentes para disminuir los impactos negativos que los agroquimicos causan a la salud y al

ambiente.



2 MARCO TEORICO

2.1 Agricultura en México

En México, el sector primario representa aproximadamente el 4% del PIB (Producto Interno bruto)
de la economia del pais, de éste, la agricultura es la fuente principal de ingresos, con el 70% de la

actividad economica del total del sector primario (CEDRSSA, 2020)

La diversidad de climas, la riqueza de la tierra y la gran cantidad de espacios destinados al cultivo,
han posicionado a México entre los principales paises productores y exportadores de alimentos a

nivel mundial, doceavo lugar actualmente (https://www.gob.mx/epn/articulos/mexico-es-el-12-

productor-mundial-de-alimentos), con una creciente demanda internacional, que augura un

aumento en la actividad agricola nacional en los préximos afios, posicionando a nuestro pais como

una potencia mundial en tema de produccion de alimentos.

México es un gigante en materia de exportacion alimentaria, genera una derrama econémica
importante, superior a los 30 mil millones de pesos anualmente. Actualmente, los productos
nacionales se exportan a mas de 160 paises, lo que permite al sector agroalimentario incursionar
en nuevos mercados e incrementar sus ventas. De acuerdo con los datos més recientes, México se
posiciona en el ler lugar del ranking mundial en la exportacion de productos como aguacate y
jitomate (Infoagro, 2018; FAO — FAOSTAT, 2020), y se destaca en las primeras posiciones en

temas de exportacion de otros productos agricolas de primera necesidad (SADER, 2020, 2024)


https://www.gob.mx/epn/articulos/mexico-es-el-12-productor-mundial-de-alimentos
https://www.gob.mx/epn/articulos/mexico-es-el-12-productor-mundial-de-alimentos

2.2 Generalidades del cultivo de Tomate

Los términos 'Tomate' rojo y 'Jitomate' tienen origen en la lengua nahuatl y hacen referencia al

fruto de las plantas cuyo nombre cientifico es Solanum lycopersicum.

Es una hortaliza dicotiledénea ampliamente adaptable que pertenece a la familia de las Solanaceas.
Se caracteriza por tener flores pequefias de color amarillo y un fruto que es una baya muy coloreada,

variando desde tonos amarillos hasta rojos. La forma del fruto suele ser redonda y achatada, aunque

Figura 1. Planta con frutos de Solanum lycopersicum
(SIAP,2017)

puede variar a una mas alargada segun el tipo de tomate. Ademas, posee un sabor distintivo
ligeramente acido (SAGARPA, 2017). Es un alimento altamente nutritivo debido a su contenido
de vitaminas como la A, B1, B2, B5, vitamina C, asi como compuestos antioxidantes como el
licopeno y minerales como el calcio, fésforo y sodio (PROFECO,2020) (Figura 1). El tamafio

general de una planta de tomate en su etapa mas avanzada es de 2.5 metros de altura.

La fenologia de un cultivo comprende el estudio de las etapas o eventos que forman el ciclo de

vida de las plantas, en el que por medio de métodos estadisticos se miden parametros que ayudaran



a determinar el crecimiento de la planta, momentos de ocurrencia de las distintas etapas, duracion
y sincronia con otros eventos del desarrollo. Dentro del ciclo de vida del tomate se identifican 3

etapas o fases fenoldgicas, que son: inicial, vegetativa y reproductiva (Bolafios Herrera, 2001).

Fase inicial: Esta inicia con la germinacion de la semilla, caracterizada por el rapido aumento en
la materia seca. La semilla requiere de oscuridad para germinar y una temperatura de 15-25 °C.
Durante esta etapa, la planta invierte su energia en la formacion de nuevos tejidos de absorcion y

la fotosintesis. Su duracién es de aproximadamente 45 dias.

Fase vegetativa: Tiene una duracion aproximada de 25 a 30 dias, el aumento de materia seca es
lento, con requerimientos de luz, temperatura y agua son similares a los de la fase inicial, pero
mayores cantidades de nutrientes, esto para satisfacer las necesidades de las hojas y ramas en

crecimiento y expansion. Esta etapa termina con la floracion.

Fase reproductiva: Con una prolongacion de 30-40 dias, se inicia a partir de la fructificacion y se

caracteriza porque el crecimiento de la planta se detiene y los frutos extraen los nutrientes



necesarios de la planta para su crecimiento y maduracion. Es necesario que durante esta fase la

temperatura nocturna sea menor que la diurna (Bolafios Herrera, 2001)(Figura 2).

Fase inicial Fase vegetativa Fase repraductiva

Etapas fenoldgicas del tomate.

Figura 2. Fases fenoldgicas de Solanum Lycopersicum

Modificado de https://infoagronomo.net/fenologia-del-tomate/

2.2.1 Importancia

El tomate es un alimento comun y de gran consumo en todo el mundo, existen mas de 10,000 tipos
de tomates, de diferentes formas y colores; sus distintas propiedades y caracteristicas hacen posible

el poder cultivarlos durante cualquier época del afio (FAO, 2022).

Los tomates son una fuente de ingresos clave para mucha gente al rededor del mundo, de acuerdo
con informacién de la Organizacion de las Naciones Unidad para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) en el afio 2020 China Continental se posicionaba como el mayor productor de tomates a

nivel mundial con un total de 64,768,158 toneladas y un valor de 30,837,190 US $, seguido de



India y Turquia. Durante ese afio México se posiciono en el noveno lugar, con una cantidad de

produccion de 4,137,342 toneladas y un valor bruto de 1,969,857 US $ (Figura 3).
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Figura 3. Paises con mayor cantidad de exportaciones de tomate fresco, en el afio 2020

Modificado de FAO - FAOSTAT

En la Encuesta Nacional Agropecuaria (ENA) del 2019, el tomate se encontraba entre los 29

productos agropecuarios con representatividad nacional y en los principales estados productores.

Actualmente, se encuentra dentro de los 5 productos mas exportados de México.

Durante el afio 2017, México ocup6 el primer sitio como proveedor de tomate a nivel mundial, con

41,045 hectareas sembradas y un 25.11%, de participacion total de exportaciones mundiales en el

mercado internacional, se registré un crecimiento de 54.11% en la produccion y un 77.87% en las

exportaciones de producto fresco, comparados con el periodo comprendido entre el 2003 y el 2016.



Para el afio 2020, aun cuando México se encontraba en el noveno lugar de produccion de tomate
fresco, continuaba ocupando el primer lugar en exportacion con una cantidad total de 1,826,715

toneladas, con valor bruto de exportacién de 2,606,104 US$ (FAO, 2022)( Figura 4).
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Figura 4. Paises con mayor valor bruto de exportacion de tomate fresco, en el afio 2020.
Modificado de FAO- FAOSTAT.

El principal importador para este producto es Estados Unidos y también hay lazos comerciales con

Canada, Japon, Costa Rica, Cuba, Emiratos Arabes Unidos y Francia (SADER,2020).

El estado que destaca como lider productor de tomate en México es Sinaloa, que aporta mas de un
millén de toneladas al afio, seguido por San Luis Potosi, Michoacén, Zacatecas y Jalisco

(PROFECO, 2020).

2.3 Parasitos de cultivos

Los parasitos son un gran problema en los cultivos agricolas, ya que no solo reducen la produccion,

también reducen la calidad de los cultivos, de acuerdo con la FAO la produccion agricola tiene una

10



pérdida de 40% debido a las plagas (Agroasemex, 2019). En México el porcentaje de produccién
con pérdidas de cosecha por factores bidticos y abioticos es alta, en 2017 el 44.2% de las unidades
de produccion reportaron pérdidas por causas bioldgicas como enfermedades y plagas.

(ENA,2017).

Los parasitos representan uno de los principales factores bioticos responsables de la pérdida de
produccion en los cultivos. La FAO en 1995 define una plaga como “Cualquier especie, raza o
biotipo vegetal o animal o agente patdégeno dafiino para las plantas o productos vegetales” y que
esté presente mas de un organismo. Sin embargo, también podemos definir a una plaga como “Toda
aquella poblacién de insectos que ataca a los cultivos establecidos por los seres humanos y cuyo
nivel poblacional sube hasta producir una reduccion o anulacion del rendimiento del cultivo y

pérdidas econdomicas” (Jiménez M., 2009).

2.3.1 Tipos de parésitos

El tomate es un cultivo vulnerable a distintos tipos de paréasitos, tanto en sistemas de cultivo a cielo

abierto como en agricultura protegida en invernadero.

Entre los principales parésitos que dafian severamente al cultivo de tomate podemos encontrar
insectos, hongos, bacterias, viroides, micoplasma, nematodos, aracnidos, etc. Siendo los generos y

especies mas representativos de cada grupo los aqui enlistados:

» Hongos aéreos: Alternaria tomatophila, Botrystis cinérea, Didymella lycopersici

» Hongos teldricos: Colletotrichum coccodes, Fusariun oxysporum, Pythium spp.

11



« Hongos vasculares: Fusarium oxysporum, Verticillium dahlie

» Bacterias aéreas: Pseudomonas syringae, Xanthomonas spp.

+ Bacterias endofitas: Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensis, Pseudomonas
corrugata

» Virus: Pepino Mosaic virus (PepMV), Tabacco Mosaic virus (TMV), Tomato Mosaic virus
(ToMV). También encontramos los virus transmitidos por pulgones, aleurédidos, trips.

+ Nematodos: Globodera spp, Meloidogyne spp, Pretylenchus spp, etc. (Blancard et al.,

2011).

2.4 Nematodos

Los nematodos son organismos pertenecientes al reino animal. Aunque su aspecto vermiforme los
hace parecer gusanos, taxonomicamente son distintos de los gusanos verdaderos (Agrios, 2005).
La palabra nematodo proviene del griego nema “hilo” y eidés “con aspecto de”. Estos organismos
son definidos como animales redondos, filiformes, con cuerpo sin segmentos, generalmente

transparentes, cubiertos por una cuticula hialina marcada por estrias (Guzman et al., 2012).

Para poder desplazarse, estos organismos necesitan de peliculas de agua libre sobre las particulas
del suelo. La falta de humedad en el suelo restringe su movimiento, mientras que las lluvias intensas
0 riego excesivo pueden causar inundaciones y escasez de oxigeno en el suelo, lo que afectan la

supervivencia de los nematodos (Bernal, 2010).

Las tasas de pérdida de cosecha atribuidas a estos organismos en la produccién agricola mundial

oscilan entre el 11% y el 14% (segun el ISSN 0568-3076 Agron. 20(1): 38 - 50, 2012), lo que
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conlleva pérdidas econdmicas anuales de alrededor de 100 billones de dolares. Estos nimeros
subrayan la creciente urgencia de implementar medidas de control efectivas, como se destacé en el

VI Congreso Internacional de Nematologia en Sudéafrica (Monheim, 2014).

2.4.1 Nematodos fitoparasitos

Estos nematodos miden entre 300-1000 pm, son tan pequefios que no se observan a simple vista,
sus cuerpos son lisos, su cuerpo estd cubierto por una cuticula que cambiara de acuerdo con el
cambio de las etapas larvarias, no cuenta con segmentos, patas o apéndices, pero en el caso de
algunas especies cuando llegan a su etapa adulta adquieren una forma redonda, también conocida
como forma de pera. La respiracion y circulacion se realiza por medio de un liquido contenido en

la cavidad corporal (Agrios, 2005).

Las hembras tienen un aparato reproductor compuesto por uno o dos ovarios, un oviducto, Utero,
vagina, vulva y una o dos espermatecas; el aparato reproductor de los machos esta formado por un
testiculo, una vesicula seminal, alas caudales, el gobernaculo y espiculas copulatorias

sobresalientes (Agrios, 2005; Talavera, 2003).

Su sistema digestivo estd compuesto por un tubo digestivo alargado que inicia en la boca, donde
se encuentra un estilete hueco o lanza, pasan por el es6fago, intestino, recto y termina en el ano,

por ultimo, una teca que esta generalmente rodeada por seis labios (Agrios, 2005).
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Figura 5. Morfologia de nematodos fitoparasitos machos y hembras.
(Agrios, 2005)

2.4.2 Alimentacion

El estilete es usado para perforar las células vegetales y de esta manera infestar a las plantas, una
vez que el estilete entra en la célula vegetal se segregan enzimas que ayudaran a digerir

parcialmente el contenido celular para posteriormente ingerirse.

Los nematodos parasitos de acuerdo con sus habitos de alimentacidn se clasifican en tres categorias

(Bernal, 2010):

Ectoparasitos: Son aquellos que se quedan en el suelo, penetran el tejido del hospedero con el
estilete, que suele ser mas largo que el de los endoparasitos. Algunos incluso llegan a insertar parte
de su cabeza. Se alimentan solo de las células superficiales de las raices, y en ocasiones de células

corticales cercanas al tejido vascular.
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Semiendoparasitos: Estos penetran a las células con la cabeza y la parte anterior del cuerpo en el

momento de la alimentacién.

Endoparésitos: Como su nombre lo indica, penetran el tejido vegetal completamente, se

alimentan, crecen, se desarrollan y ponen huevos dentro de las plantas.

Estos organismos se subdividen segin su movilidad en sedentarios o migratorios. En el caso de los
nematodos migratorios, se alimentan de las células vegetales sin adherirse a su superficie; por el

contrario, los nematodos sedentarios se adhieren a una sola célula (Agrios, 2005; Bernal,2010).

2.4.3 Dairios en cultivos

Los nematodos fitoparasitos son la plaga que mas dafios causa a nivel mundial. Los géneros y
especies de nematodos fitoparasitos que encabezan la lista a nivel mundial por su importancia

cientifica y econdémica son:

1. Nematodos agalladores (Meloidogyne).

2. Nematodos del quiste (Heterodera y Globodera).

3. Nematodos de lesion de raices (Pratylenchus).

4. Nematodo barrenador (Radopholus similis).

5. Ditylenchus dipsaci.

6. Nematodo del marchitamiento del pino (Bursaphelenchus xylophilus).
7. Nematodo reniforme (Rotylenchulus reniformis).

8. Nematodo vector de virus (Xiphinema index).
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9. Nacobbus aberrans.

10. Aphelenchoides besseyi (Jones et al., 2013).

Las plantas presentan sintomas tanto en las raices como en los drganos aéreos, aunque en estos
ultimos no son caracteristicos y pueden llegar a confundirse con otro tipo de enfermedades. Estos
sintomas incluyen crecimiento reducido, deficiencias de nutrientes como clorosis foliar,
deformacion de hojas, marchitamiento excesivo en condiciones célidas o secas, menor produccion

y una calidad inferior en los productos (Agrios, 2005; Bernal,2010).

Los sintomas de las raices son facilmente identificables, ya que algunos forman estructuras
conocidas como nudos o agallas, el tamafio de estas estructuras depende del nimero de hembras
que se alberguen ahi. También se puede observar ramificacion excesiva, puntas dafiadas o la
pudricién completa de la raiz. La mayor parte de estos dafios son causados por la secrecion de la
saliva que el nematodo inyecta en la planta cuando se alimenta de ella, este proceso provoca que
las celulas vegetales afectadas reaccionen causando la muerte o debilitamiento de las yemas o

puntas de la raiz, formacion de lesiones y degradacion de tejidos (Talavera, 2003; Agrios, 2005).

2.5 Meloidogyne sp.

Los miembros del género Meloidogyne son parasitos obligados, con habitos alimenticios
endoparasitos sedentarios. Esto significa que las hembras juveniles ingresan al tejido de la planta
(células vivas) y, una vez que encuentran un sitio adecuado para alimentarse, inducen la formacion
de un sistema trofico de células abrigo llamadas células gigantes, que reasignan los metabolitos de

la planta. Una vez establecido el sistema de alimentacion, las hembras se vuelven inmoviles y
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comienzan a depositar sus huevos. Con un sistema de alimentacion establecido, se vuelven

inmoviles y comienzan a depositar sus huevos (Guzman et al., 2012).

Se han descrito méas de 100 especies dentro del género Meloidogyne (Elling, 2013), son nematodos
polifagos, que pueden infectar a mas de 3,000 especies de plantas, entre las que se incluyen
hortalizas, arboles frutales y flores ornamentales (Abad et al., 2003). Tienen una amplia

distribucién a nivel mundial.

En el afio 2018, Cid del Prado y colaboradores, publicaron un mapa que muestra la distribucion de
los principales nematodos fitoparasitos en México, en donde 28 de los 32 estados tienen registro
de Meloidogyne (Figura 6). Solo un afio més tarde, en marzo del 2019, Romero y colaboradores
publicaron la identificacion de Meloidogyne en 16 campos evaluados en Baja California Sur. Con

esto, se sabe que el género Meloidogyne esta representado en mas del 90% del territorio nacional.

[+ Bursaphelenchus cocophilus
@ Ditylenchus dipsaci
£ Globodera rostochiensis

@ Meloidogyne spp.
@ Nacobbus aberrans
Radopholus similis

Figura 6. Distribucion de principales especies de nematodos fitoparasitos en México
(Cid del Prado-Vera et al., 2018).
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2.5.1 Ciclo de vida de Meloidogyne sp.

El ciclo de vida se inicia con la puesta de masas de huevos. Las masas de huevos son una
aglomeracion de glicoproteinas que se produce en las glandulas rectales de la hembra. Estas masas
se encargan de proteger a los huevos de condiciones ambientales adversas y depredacion, asi como
de mantenerlos juntos. Generalmente se colocan en la parte superficial de las agallas, pero también
pueden mantenerse en su interior. Estas estructuras presentan diferente coloracion segun su edad.
Al principio son de color blanco, cristalino, con una consistencia pegajosa; a medida que maduran

adquieren firmeza y un tono oscuro amarillo-marrén (Moens et al., 2009).

Dentro del huevo, la embriogénesis continta hasta alcanzar el primer estadio juvenil (J1), donde el
embrion permanece hasta que las condiciones ambientales sean dptimas para la eclosion del
siguiente estadio, conocido como juveniles 2 (J2). El individuo J2 permanece brevemente en el
suelo hasta encontrar una raiz. Este proceso debe ocurrir lo mas rapido posible, ya que en este
estadio no se alimentan y, por lo tanto, son vulnerables a ataques de organismos nemat6fagos

(Moens et al., 2009; Philbrick et al., 2020).

Una vez que encuentra una raiz, los nematodos causan dafio fisico con su estilete y segregan
enzimas celuloliticas y pectoliticas. Luego, penetran el cortex de la planta y viajan hacia la cofia
para posteriormente ascender por el cilindro vascular (Figura 7), donde se establecen. Una vez que
las células gigantes comienzan a diferenciarse, provocan la formacion de agallas, la hembra se

vuelve sedentaria. (Moens et al., 2009; Philbrick et al., 2020).
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(Tapia-Vazquez et al., 2022).
Después de aproximadamente 14 dias, la hembra aumentara de tamafio hasta adquirir una forma
de salchicha correspondiente al estadio juvenil 3 (J3). Poco después, muda nuevamente la cubierta
serosa que lo recubre para ingresar al estadio juvenil 4 (J4). Estas Ultimas dos etapas duran entre 4
a 6 dias. En el estadio J4 la hembra adulta adquiere forma de pera y coloracion blanca. Una vez
adulta, comenzara a reproducirse por partenogénesis mitética obligada, generando una masa de
huevos con hasta 600 huevos cada una. En condiciones favorables el ciclo se completa en un

aproximado de 30-35 dias (Moens et al., 2009; Philbrick et al., 2020) (Figura 8).

Los machos, en muchas especies de Meloidogyne, solo se forman en condiciones desfavorables.
(Philbrick et al., 2020). Son vermiformes, abandonan el sistema radicular, no se alimentan una vez

gue son adultos y no son necesarios para la reproduccion.
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Figura 8. Ciclo de vida de Meloidogyne enterolobii.
(Philbrick et al., 2020).

2.5.2 Meloidogyne enterolobii

Hace un par de décadas, M. incognita era considerada la especie con mayor prevalencia y
patogenicidad en los cultivos, seguida de M. arenaria (Trudgill y Blok, 2001); en el 2013 Elling
enlisté como los principales patdgenos a M. arenaria, M. hapla, M. incognita y M. javanica, en
esta lista M. enterolobii se clasificO como una especie de menor riesgo, en comparacion con las
antes mencionadas. Sin embargo, desde el 2009 ya se mencionaba su amplia distribucion
geogréfica, rango de hospederos y su capacidad para superar la resistencia de plantas de cultivo
importantes, como los genotipos de tomate, pimiento y otros cultivos agronémicos que portan el
gen Mi-1y Mi-3 que les confiere resistencia contra especies como M. javanica, M. arenariay M.

incognita (Moens et al., 2009).

En 2001, Cid del Prado y Vera llevaron a cabo un estudio sobre la distribucién de Meloidogyne en

56 poblaciones muestreadas en 18 estados de México. Reportaron que el 60.7% de las especies
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encontradas correspondian a M. incognita, 21.4% a M. arenaria, 12.5% a M. javanica 'y 5.3% a M.
hapla.

En 2012, M. enterolobii fue registrado por primera vez en México (Figura 9), afiadiéndose a la lista
de especies comunes e importantes junto con las cuatro identificadas en 2001, ademés de M.

chitwoodi y M. paranaensis.

Para 2019 se reporto la distribucion e incidencia de M. enterolobii en cuatro zonas de cultivos de
tomate en Sinaloa, identificando a M. enterolobii en todas las zonas de produccion muestreadas,
con un 88% de incidencia, mientras que M. incognita y M. arenaria se encontraron solo en algunas

zonas con un 10% y 2% de representacion, respectivamente.

Figura 9. Distribucién geografica de Meloidogyne enterolobii y afio de registro.
(Philbrick et al., 2020).

En el mismo afio se reporté a M. enterolobii como especie prevaleciente, con incidencia del 75%
en varias zonas agricolas del estado de Baja California Sur, seguido de M. incognita, con una

incidencia del 25% (Romero et al., 2019; Martinez-Gallardo et al., 2019).
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Actualmente, se estima que solamente M. enterolobii causa una pérdida de cultivos del 65% més

que otras especies de Meloidogyne (Philbrick et al., 2020).

2.6 Control tradicional

Entre las estrategias tradicionales del control de nematodos se encuentran la aplicacion de
nematicidas quimico-sintéticos, el tratamiento del suelo de cultivo por métodos fisicos como la
solarizaciéon (recubrimiento del suelo con plastico y exposicion al sol con el propoésito de
incrementar la temperatura del suelo) o métodos menos agresivos con el ambiente como la

alternancia de cultivos y el biocontrol.

Los nematicidas quimicos son ampliamente utilizados en cultivos de alto valor econémico. Los

podemos clasificar por su modo de accion como fumigantes y no fumigantes

Los primeros, entre los que se encuentran los isotiocianatos y alifaticos halogenados, son
preparaciones generalmente liquidas que se van a vaporizar una vez que sean aplicadas, estas
moléculas de vapor se esparcen por el suelo en poca profundidad y se descomponen en productos

gue atacan a los nematodos cuando se exponen al agua (Andrés, 2002; Ebone et al., 2019).

Entre los no fumigantes encontramos a los organofosforados, abamectinas, flouroalquilos,
carbamatos, estos tienen menos persistencia como moléculas toxicas, tiene accion sistematica en
el nematodo y son efectivos en dosis bajas, tiene poca toxicidad en plantas, pero son altamente

toxicos para mamiferos e insectos (Andrés, 2002; Ebone et al., 2019).
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Otra clasificacion de los nematicidas es por su mecanismo de accion, estos pueden ser neurotdxicos
(organofosforados, abamectinas, carbamatos), afectar al sistema respiratorio (isotiocianatos,
alifaticos, halogenados) o al metabolismo de esteroides (flouroalquilos), de los nematodos (Ebone

etal., 2019).

Los plaguicidas son un problema para la salud publica y ambiental, acciones como, la aplicacion
directa de estos a los cultivos agricolas, el lavado inadecuado de tanques y contenedores,
filtraciones en los depdsitos de almacenamiento, residuos descargados y dispuestos en el suelo,
derrames accidentales y el uso inadecuado tiene grandes consecuencias, como la contaminacion

del agua, suelo y aire.

Los efectos en la salud humana por la falta de medidas de seguridad en el manejo y uso
indiscriminado de plaguicidas van desde dolores de cabeza, estdmago, vémito, diarrea, salivacion
y fatiga por una baja exposicion, hasta espasmos musculares, pérdida de coordinacién, paros
respiratorios, convulsiones, pardlisis, tumores, cancer, efectos neurolégicos, etc., en caso de una
exposicién prolongada. Esto también va a depender del tipo de plaguicida al que se es expuesto y
como entra en nuestro organismo (oral, cutaneo, inhalado) (del Puerto Rodriguez et al., 2014;

Jiménez et al., 2016).

2.7 Biocontrol

Biocontrol o control biolégico es definido por Van Driesche y colaboradores. (2007), como el
control que involucra el uso, de alguna manera, de poblaciones de enemigos naturales para la

reduccion de parasitos a densidades menores, de manera temporal o permanente. Las poblaciones
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de estos enemigos naturales pueden manipularse para causar un cambio permanente en las redes
alimenticias que rodean a la plaga. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la definicion
puede variar entre autores. Otra definicion se refiere al empleo de organismos vivos como agentes
de control de plagas, dentro de estos se incluyen a los virus, pero se excluyen a los genes o
fragmentos de genes y metabolitos obtenidos sin los organismos que los producen (Eilenberg et

al., 2001).

Los nematodos cuentan con varios enemigos naturales; dada la importancia fitosanitaria de
Meloidogyne la comunidad cientifica se dio a la tarea de conocer y reportar a varios de estos, con
la intencion de que se continlen elaborando mecanismos de biocontrol que puedan sustituir
gradualmente la utilizacion de plaguicidas quimicos. Entre los enemigos naturales de Meloidogyne
encontramos virus, plantas, protozoarios, algunos otros nematodos, asi como bacterias y hongos

(Eilenberg et al. 2001; Tapia-Vazquez et al., 2021)

Bacterias: Entre ellas se encuentran las bacterias promotoras del crecimiento (PGPB), las cuales
pueden ejercer una inhibicidn sobre los nematodos, ya sea de manera directa o indirecta. Entre los
mecanismos directos esta la sintesis de enzimas liticas, proteinas Cry, compuestos volatiles ,
hiperparasitismo bacteriano, entre otros. Los mecanismos indirectos incluyen la competencia de
nutrientes, la induccion de resistencia sistémica de la planta, o la liberacion de moléculas que
modulan el comportamiento de los nematodos (alimentacién, reconocimiento, proporcion de

sexos) (Gamalero & Glick , 2020).

Nematodos: Existen cuatro tipos de nematodos depredadores, cada uno con un mecanismo de

depredacion distinto. Por ejemplo, algunos nematodos depredadores inyectan toxinas y absorben
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el contenido de la presa, mientras que otros utilizan una cavidad bucal con dientes para depredar.
También estdn aquellos que perforan a la presa para luego consumir su contenido corporal

(Carballo & Guharay, 2004).

Hongos: Los hongos antagonistas han demostrado tener un gran potencial nematicida.
Generalmente se encuentran en la rizosfera y utilizan sus esporas o micelio para infectar a los
nematodos. El sustrato en el que se encuentran es variado y son capaces de sobrevivir en
condiciones climaticas o nutricionales extremas, sin embargo, su abundancia varia de acuerdo con
las condiciones del suelo en las que se encuentren, con la cantidad de materia orgéanica, temperatura

y contenido de agua (Sanchez et al., 2016; Mufioz et al., 2021).
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Figura 10. Mecanismos de control biolégico de nematodos fitoparasitos.

(Tapia-Vazquez, et al. 2022).

2.7.1 Hongos nematdfagos

Los hongos nematofagos se encargan de capturar, matar y consumir nematodos. Son

frecuentemente encontrados en el suelo, moho de hojas, madera podrida, estiércol, materia vegetal
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en descomposicion y en la rizosfera cohabitando con nematodos fitoparasitos. Su presencia se
puede ver influenciada por la humedad, temperatura del suelo (6ptima 10-30 °C), aumento de las
precipitaciones, en el verano la humedad por las lluvias y una buena temperatura propician un buen

crecimiento de los hongos (Su , Hao, Mo, & Zhang, 2007).

Existen mas de 200 especies que son hongos depredadores de nematodos, la mayoria pertenecen a
los denominados hongos imperfectos (Deuteromycetes) (Sagties et al., 2011) y algunos de estos
son especie-especificos de nematodos. Son saprofitos del suelo o parésitos facultativos, por lo que

su interaccion con los nematodos es oportunista (Carballo & Guharay, 2004).

Una forma de clasificar a los hongos nematéfagos es por la forma en la que utilizan a los nematodos
como un recurso nutritivo. Son divididos en tres grupos: endoparasitos, ovicidas y depredadores.
Los endoparasitos Unicamente afectan a los estadios mdviles cuando las esporas de los hongos son
ingeridas, adheridas o perforan la cuticula de los nematodos; posteriormente, sus hifas crecen
exclusivamente dentro del nematodo y requieren agua para su difusién. Los ovicidas penetran con
sus hifas la pared de glicoproteinas que cubre las masas de huevos para posteriormente crecer
dentro de éstas. Por altimo, estan los depredadores que forman un sistema micelial extensivo que
se usara como trampa para retener a los nematodos (Sagues et al., 2011). Otro mecanismo de accion
es la produccidn de toxinas, las hifas contienen una gota de toxina que, al contacto con el nematodo
lo inmoviliza, las hifas crecen en direccion a este para adentrarse en el y digerirlo (Su , Hao, Mo,

& Zhang, 2007;Sagues et al., 2011).

Se presentan distintos mecanismos de depredacion, la mas comdn es la produccion de sustancias

pegajosas, pero también pueden depredar por medio de trampas mecanicas, formadas con el
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micelio y algunos otros no activamente parasitos pero que crecen dentro de los nematodos,
generalmente cuentan con esporas adhesivas que son recogidas accidentalmente por los nematodos

(Duddington, 1955).

Algunas de las estructuras principales formadas por hongos nemat6fagos para poder atrapar a los

nematodos se enlistan a continuacion.

a. Botones adhesivos: cuando el micelio entra en contacto con un nematodo segrega un fluido
pegajoso que retiene al nematodo, cuando deja de moverse, la hifa se hincha en donde tiene
contacto con el nematodo, para después penetrar en la cuticula, comienzan a ramificarse
hasta que invaden todo el cadaver y absorben su contenido corporal.

b. Ramas adhesivas: son estructuras en forma de columnas que se fijan a una rama del micelio,
estas columnas son adhesivas y los nematodos quedaran capturados en ellas.

c. Anillos no contractiles: tres células curvas se unen para formar el anillo, estos estan
anclados a una rama de micelio, el neméatodo quedara atorado en los anillos cuando intente
pasar por ellos; un ejemplo de estos hongos es, Dactylaria candida.

d. Redes adhesivas escalariformes: son perillas subesferas ancladas a una rama de micelio, los
nematodos se adhieren a las perillas; entre estos Dactylella ellipsospora y D. mammillata.

e. Redes adhesivas: el micelio forma ramas cortas laterales que se enroscan y anastomosan
con otras ramas o las hifas progenitoras, forman pequefios aros que secretan una sustancia
pegajosa en donde los nematodos quedaran atrapados; como ejemplo de ello esta

Artrhobotrys oligospora, Dactylella reticulata y Dactilaria thaumasia.
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f.  Anillos contréctiles: al igual que los anillos no contréctiles, estan formados por tres células
curvas unidas a una rama de micelio, una vez que el neméatodo ingresa al anillo y hace
friccidn con las células internas, estas comenzaran a hincharse hasta alcanzar el doble de su
didmetro anterior y se acortara un poco el anillo, ejerciendo una constriccion fuerte al
neméatodo evitando su movilidad; ejemplos, Artrhobotrys dactyloides, Dactylella
benbicodes, Dactylaria gracilis y Trichothecium polybrochum (Duddington, 1955;

Mendoza et al., 2009).

En todos los métodos, una vez que el nematodo deja de ejercer resistencia, los hongos van a
penetrar la cuticula, para que las hifas comiencen a crecer y absorber su contenido (Duddington,
1955). Las sustancias adhesivas que se segregan estan compuestas por residuos de azucares, acido
urénico y proteinas, posterior segregan enzimas hidroliticas, colagenasas, proteasas y quitinasas

que ayudaran a romper masas de huevos (Yang et al., 2007; Swe et al., 2011).

 —

Figura 11. Estructuras de captura de los hongos nematéfagos depredadores

a) Botones adhesivos; b) Ramas adhesivas; c) Anillos no contractiles; d) Redes adhesivas

escalariformes; e) Redes adhesivas; f) anillos contractiles
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3 ANTECEDENTES

3.1 Purpureocillium lilacinum

Purpureocillium lilacinum (anteriormente llamado Paecilomyces lilacinus) se describio hace mas
de un siglo (Luangsa-ard et al., 2011). Es un hongo de crecimiento rapido, con una textura
aterciopelada-algodonosa, el color puede variar de blanco con tonalidades violetas a uno

completamente violeta (Contreras et al., 2019).

Este hongo presenta una alta incidencia en regiones subtropicales, especialmente en suelos que
albergan raices afectadas por la formacion de agallas causadas por el género Meloidogyne spp. Se
sabe que ataca principalmente a las hembras y los huevos, actuando como endoparasito y ovicida
(Reza & Zare, 2012). Ademas, se ha informado sobre su efecto nematicida en nematodos de vida
libre y asociados a las raices de cultivos de papa, como Cruznema tripartitum, Eucephalobus

oxyuroides y Steinernema sp (Carrién y Desgarennes, 2012).

Aminuzzaman y colaboradores (2012), llevaron a cabo ensayos in vitro para evaluar la tasa de
reduccidn de la densidad poblacional de nematodos (Meloidogyne spp) mediante el tratamiento con
P. lilacinum. Observaron un 98% de parasitismo de huevos y una reduccion del 81% en la eclosién,
ademas de una efectividad del 52% sobre los juveniles. Resultados similares fueron obtenidos por
Silva y sus colegas en 2017, quienes evaluaron la efectividad de P. lilacinum en la supresion

especifica de M. enterolobii, logrando una eficacia del 69-73%.
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Durante una estancia de investigacion en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM, logré aislar a
un hongo de la especie P. lilacinum, identificado como la cepa MTLO1, que muestra un alto
potencial nematicida de acuerdo con las evaluaciones que realizamos in vitro. Este descubrimiento
podria tener aplicaciones prometedoras en el desarrollo de nuevas formulaciones para la industria
agricola. Aunque existen varias cepas de P. lilacinum presentes en formulaciones comerciales
destinadas a combatir nematodos del género Meloidogyne, principalmente M. incognita, la
evaluacion de maltiples cepas fangicas es crucial debido a su diversidad funcional, adaptabilidad
ambiental y complejas interacciones. Ademas, esta practica facilita la seleccion de cepas con
caracteristicas genéticas deseables y resistencia a estresores ambientales, siendo esencial para
aplicaciones agricolas, ambientales e industriales especificas. Este descubrimiento subraya la
importancia continua de la busqueda de nuevas cepas microbianas con potencial agricola y

ambiental.

3.2 Bacillus velezensis

Bacillus velezensis es una bacteria promotora del crecimiento de las plantas (PGPB) que forma
esporas resistentes a la deshidratacion y el calor (Maughan & Van Der Auwera, 2011). Fue aislada
e identificada por primera vez en 2005 por Ruiz-Garcia y colaboradores en Espafia, quienes la
encontraron en el rio Vélez de la provincia de Malaga. Estas bacterias son bacilos Gram positivos
que pueden encontrarse individualmente, en pares o en cadenas cortas, forman endosporas

elipsoidales, y se desplazan mediante flagelos peritricos.

Al igual que otros Bacillus, B. velezensis produce una amplia gama de metabolitos secundarios,

como siderdforos, bacteriocinas y compuestos organicos volatiles (COV), que pueden controlar e
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inhibir el crecimiento de diversos patdgenos. Estos metabolitos pueden inducir la resistencia
sistémica en las plantas, ayudandolas a defenderse de ataques virulentos. Ademas, su capacidad
para formar endosporas resistentes al calor y la desecacion las hace ideales para la formulacion de

polvos secos estables utilizados en la agricultura (Fazle Rabbee et al., 2019).

Uno de los informes mas recientes sobre la actividad de B. velezensis es la cepa FKM10, evaluada
por Wang y colaboradores en 2020; demostraron que esta cepa puede inhibir algunos patdégenos
fangicos de las plantas, aumentar la produccion de sideréforos, promover la absorcion de nutrientes

y mejorar la fertilidad y diversidad microbiana del suelo, lo que contribuye a la salud del suelo.

En pruebas con plantas de pepino, Tian y colaboradores (2022) observaron la eficacia de la cepa
Bv-25 de B. velezensis. Esta cepa demostré una gran actividad en la inhibicion de la eclosion de
huevos de Meloidogyne incognita y una actividad nematicida en los nematodos juveniles (J2). En
pruebas in vitro, mostr6 una reduccién del 98% en la tasa de infeccion de los nematodos J2, una
reduccion del 73.8% en la formacién de agallas en las raices de plantas cultivadas en macetas, y

una reduccion del 61.6% en el agallamiento en un experimento de campo.

3.2.1 Fungifree AB®

El uso de estos microorganismos como controladores de nematodos o de otras plagas, se ha llevado
a la generacion de productos agricolas. Por ejemplo, en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM
se desarrollé un producto a partir de B. velezensis, conocido como Fungifree AB®, inicialmente
dirigido a combatir la antracnosis, una enfermedad provocada por el hongo Colletotrichum

gloeosporioides en cultivos de mango. Con el tiempo, su uso se ha extendido para el control de tres
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enfermedades fungicas en 23 cultivos distintos, que incluyen mango, aguacate, papaya, lima,
toronja, limonero, naranjo, mandarino, fresa, zarzamora, arandano, frambuesa, berenjena, chile,
chile bell, jitomate, tomate de céscara, calabaza, calabacita, chayote, mel6n, pepino y sandia

(Galindo et al., 2013; Galindo et al., 2015).

En investigaciones mas recientes, se evaluo su efectividad en cultivos de tomate bajo condiciones
de invernadero, mostrando resultados positivos en el desarrollo vegetal al mejorar la absorcion de
nutrientes, como nitrégeno y fosforo, asi como al estimular la produccion de fitohormonas, como
auxinas, y compuestos organicos volétiles, como acetoina y 2,3-butanodiol. Ademas, se observo
una notable reduccion del ~31% en la incidencia y del ~89% en la severidad del dafio causado por
Botrytis cinerea en hojas y frutos de plantas de tomate tratadas con Fungifree AB® (Balderas-Ruiz

etal., 2021).

La evaluacion de Fungifree AB® como posible nematicida representa una perspectiva novedosa
en el ambito del control integrado de plagas en la agricultura. Esta investigacion se destaca el
interés por el empleo de microorganismos benéficos para combatir nematodos esta en constante
aumento, debido a la bdsqueda continua de alternativas sostenibles y respetuosas con el medio
ambiente, que reduzcan la dependencia de pesticidas quimicos. El enfoque en la eficacia de
combinacidn de B. velezensis y P. lilacinum, ofrece una valiosa oportunidad para ampliar nuestro

conocimiento cientifico en este campo.
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4 JUSTIFICACION

Los nematodos del género Meloidogyne representan una amenaza considerable para el sector
agricola a nivel global, ocasionando pérdidas millonarias cada afio. En México, su presencia se
extiende por 29 de las 32 entidades federativas, siendo el grupo maés relevante dentro de los
nematodos de importancia agricola. Especificamente, M. enterolobii se destaca como una especie
de dificil erradicacion y control, especialmente en cultivos cruciales como el tomate rojo (jitomate),

lo que impacta significativamente en la economia nacional.

A pesar de los esfuerzos actuales en biocontrol y el uso de agroquimicos, los nematodos, en especial
M. enterolobii, muestran resistencia a diversas estrategias, como los genes de resistencia Mi y
algunas cepas de P. lilacinum. Esto resalta la necesidad de establecer un sistema de biocontrol mas
efectivo basado en enemigos naturales del suelo que no dafien las plantas de cultivo. Los
formulados comerciales de P. lilacinum, enriquecidos con otros principios activos, han demostrado

una alta eficacia.

Con el fin de potenciar su efectividad en el control de nematodos y mejorar la calidad de los
cultivos, hemos decidido enriquecer nuestra cepa con B. velezensis 83, el principio activo de
Fungifree AB®, el cual atn no se ha evaluado para el control de Meloidogyne u otros nematodos.
Esta combinacion se presenta como una estrategia especializada y prometedora para el control
integrado de nematodos en la agricultura, lo que conlleva a una reduccién en la dependencia de
pesticidas quimicos y promueve précticas agricolas mas sostenibles. La investigacion sobre la

eficacia y el potencial de esta combinacion especifica contribuira al desarrollo de nuevas
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herramientas y précticas para el control de nematodos, beneficiando la seguridad alimentaria y la

sostenibilidad de los sistemas agricolas.
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5 HIPOTESIS

La combinacion del formulado Fungifree AB® (B. velezensis 83) y P.lilacinum MTLO1 sera capaz
de reducir los dafios causados por la infestacion de M. enterolobii sobre plantas de tomate con

mayor efectividad que de forma individual.
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6 OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar la eficiencia del consorcio entre B. velezensis 83 y la cepa P. lilacinum MTLO1
como estrategia de biocontrol especificamente dirigida contra M. enterolobii, sobre plantas

de tomate.

Obijetivos especificos

e Establecer un sistema experimental para el cultivo y propagacion de nematodos con
propdsitos de investigacion.

e Analizar la actividad nematicida de manera independiente de B. velezensis 83 y P.lilacinum
MTLO1, asi como su efectividad en consorcio, sobre plantas de tomate en condiciones de

invernadero.

36



7 METODOLOGIA

7.1 Obtencidn de cepas fungicas.

En nuestro grupo de investigacion, se buscO establecer un método para cultivar y propagar
nematodos de la especie Meloidogyne paranaensis en plantulas de tomate reproducidas en frascos
de micropropagacion. Utilizamos medio de cultivo basal Murashige and Skoog (Sigma),
solidificado con agar bacteriologico al 0.8%. Las plantulas se inocularon con 2-3 masas de huevos
lavadas con agua destilada estéril, obtenidas de raices infestadas con nematodos de M. paranaensis
colectadas de un campo abierto en Veracruz, Mex. proporcionadas por el Dr. Alejandro Salinas

Castro del Centro de Investigacion en Micologia Aplicada de la Universidad Veracruzana.

Las inoculaciones se hicieron en cinco frascos que contenian plantas independientes. De las cinco
plantas inoculadas, se observd que cuatro de ellas presentaban dafios irreversibles,
comprometiendo su supervivencia. Al disectarlas se observd la presencia de nematodos moviles J2

desde la raiz hasta la zona cotiledonar, sin embargo, una de ellas no presento signos de dafio.

Las masas de huevos con las que se inocul6 la planta “sana”, se observaron en un microscopio
estereoscopico (OMAX), donde se detectaron huevos sin eclosionar y algunos pocos nematodos J2
muertos. También se observaron dos hongos de apariencia distinta creciendo sobre las masas de

huevos. Estos hongos se aislaron para su identificacion.

Los hongos se sembraron en medio de cultivo sélido agar dextrosa y papa (PDA) y se incubaron

durante tres dias a 30°C. Se hizo un aislado individual de cada uno de los organismos crecidos en
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la primera siembra, en medio PDA, con un tiempo de incubacion de 3 dias a 30°C. Los aislados
individuales se resembraron en placas de PDA con los antibi6ticos ampicilina 100 pg/mL vy
kanamicina 50 pg/mL, para evitar el crecimiento de bacterias y se incubaron nuevamente durante
3 dias a 30°C. Este procedimiento se repitio por varios pases de resiembra hasta la obtencion de un

cultivo de hongos libres de contaminacion bacteriana.

7.2 ldentificacion de hongos nemato6fagos

Aislamiento de ADN genomico

Se extrajo ADN gendmico de los dos aislados fungicos con el kit Quick-ADN Fungal/Bacteria

Miniprep de Zymo Research, bajo las especificaciones del proveedor.

Cuantificacion

Se realizd la cuantificacion del DNA extraido de cada una de las muestras por Nanodrop y se
visualizo por electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio,
revelado en un transluminador BioRad Gel Doc EZ Imager, para comprobar la calidad y cantidad

del ADN extraido.

PCR

Se amplifico la region intergénica de la subunidad grande del ribosoma utilizando los
oligonucleotidos ITS1-4 (espaciador del transcrito interno): ITS1 (5'-

TCCGTAGGTGAACCTGCG-3") e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATG-3), mediante la
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técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). El volumen final de la reaccién de

amplificacion para cada muestra fue de 25 pl.

El programa de PCR utilizado fue un ciclo de desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C 30 segundos, alineamiento a 54°C por 45 segundos y extension a 72°C
por 60 segundos, un ciclo de extensién final a 72°C por 5 minutos. La reaccion de amplificacion
se hizo con la polimerasa de Thermophilus aquaticus (Taq polymerase, Thermo Scientific™ ), con
la mezcla de reaccion estandarizada ( 2.5 mM de MgCI2 (stock 25 mM), 100 uM de mezcla de
dNTP’S (Stock de 2mM), Tampdn especifico para Taq Pol. 1X (Stock a 10 X), 0.4 uL de Taq pol
(1U/pL ), 30 ng de DNAg molde, 1 pL de cada oligo (stock a 10 uM), y agua hasta volumen final

de 25 pL), en un termociclador ( minil6 thermal cycler, miniPCR®).

El producto de PCR se visualizé mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%, tefiido con

bromuro de etidio, y se observd en el transluminador BioRad Gel Doc EZ Imager.

Secuenciacion

Una vez comprobada la amplificacion del marcador molecular ITS, los productos de PCR se
purificaron por corte de banda y extraccion en gel de agarosa al 1%, con ayuda del kit GeneJET

Gel Extraction Kit (Thermo Scientific).

El ADN recuperado de la purificacion se cuantificO por nanodrop y se prepar0 para Su

secuenciacion bajo las especificaciones de la Unidad de Secuenciacion del Instituto de
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Biotecnologia, UNAM. Se enviaron 100 ng de ADN puro para secuenciar en ambos sentidos,

utilizando los oligos ITS 1 e ITS 4.

Posteriormente, se empled la plataforma SeaView para derivar una filogenia (Gouy et al., 2010).
Se amplificd la secuencia del marcador molecular segun lo descrito anteriormente y se recuperaron
secuencias homologas de las bases de datos de secuencias de ARN de referencia del NCBI
(refseq_rna) y la coleccion de nucle6tidos (nr/nt) utilizando Blastn. Las alineaciones se generaron
con el programa ClustalW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) y luego se curaron
manualmente utilizando Gblocks (Talavera y Castresana, 2007)
(http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html). Finalmente, se analizaron en
conjunto para inferir la filogenia. En este caso, el mejor modelo predicho fue el Neighbor Joining,
un método basado en distancias filogenéticas (Saitou & Nei, 1987). El arbol se proceso

graficamente para su visualizacion final utilizando la aplicacion Java FigTree v1.4.4.

Este proceso de alineamiento de secuencias nos permitié identificar a los dos hongos, los cuales
mostraron un 100% de identidad. Uno de ellos correspondia a la especie de Fusarium oxysporum

y el otro a Purpureocillium lilacinum.

F. oxysporum ha sido ampliamente identificado como un patdgeno vegetal. Aunque se reconocen
cepas no patdgenas, la asociacion con esta especie genera dudas entre los agricultores.
Considerando nuestras investigaciones futuras, este no seria un candidato ideal para la formulacion
de productos de biocontrol destinados a cultivos comerciales. Por lo tanto, en este estudio no se
incluyd para analisis posteriores. No obstante, es importante destacar que F. oxysporum sigue

siendo relevante para la investigacion basica, ya que puede proporcionar informacion sobre nuevos
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procesos 0 mecanismos de control de nematodos por hongos, como la produccion de metabolitos

letales o estructuras de atrapamiento.

7.3 Propagacion de nematodos en plantas de tomate en condiciones de invernadero.

Muestra

El Dr. Alejandro Salinas(CIMA, UV), nos proporciono varias muestras de raices infestadas con
nematodos del género Meloidogyne. El presente trabajo reporta datos obtenidos a partir de
nematodos aislados de raices de acelga colectadas de un campo de cultivo en Cerro Gordo,
municipio Emiliano Zapata, Veracruz, México, cuya poblacion fue previamente propagada por el

laboratorio del Dr. Salinas en plantas de tomate, y caracterizada morfoldgicamente.

En nuestro grupo de trabajo se confirmo la especie por técnicas moleculares, a partir de la
amplificacion por PCR y secuenciacion de la region espaciadora de los transcritos internos del
rRNA ITS1-5.8S-ITS2, utilizando los oligonucleétidos forward (sentido) TW81-GTT TCC GTA
GGT GAA CCT GC y reverso AB28-ATA TGC TTA AGT TCA GCG G. Ambas identificaciones

coinciden con la especie M. enterolobii, como lo report6 Salinas et al. en 2022.

Aislamiento de masas de huevos

Las masas de huevos se aislaron de las agallas de las raices infestadas mediante la siguiente técnica:
se colocaron trozos de raices de tomate con agallas visibles en una caja de Petri con suficiente agua
para cubrir las agallas, y se diseccionaron las raices con la ayuda de un microscopio estereoscépico

y dos agujas de jeringas de 5 ml. Una vez abierto el tejido vegetal, se identificaron y extrajeron las
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masas de huevos con precaucion para evitar su ruptura. Estas masas se separaron en tubos
eppendorf de 1.5 mly se les agregd 1 ml de agua destilada. Se almacenaron a temperatura ambiente

hasta su utilizacion, en un periodo no mayor a cuatro dias.

Propagacion de nematodos en plantas de tomate.

En cuanto a la propagacion de los nematodos en plantas de tomate, se empled como modelo vegetal
Solanum lycopersicum, variedad CALAFIA F1 (susceptible al ataque por Meloidogyne sp.), marca
certificada Harris Moran. Las plantas se obtuvieron a partir de semillas esterilizadas mediante
varios lavados con agitacion suave, con agua destilada estéril (5 minutos), solucién de cloro
comercial al 10% (3 minutos), seguido de tratamientos con etanol al 50 y 70 % respectivamente (3
minutos) y cinco lavados adicionales con agua destilada estéril. Tras la estratificacion en oscuridad
a 4°C durante 48 horas, las semillas se sembraron en placas de agar - agua al 0.8% y se dejaron
germinar en oscuridad por 2 dias. Las plantulas emergidas se trasladaron a almacigos con sustrato
adecuado y se cultivaron en invernadero a una temperatura controlada de 22-25°C y fotoperiodo
de 16 horas luz/ 8 horas oscuridad. Cuando alcanzaron unos 20 cm de altura, las plantas se
trasladaron a macetas y se inocularon con las masas de huevos de Meloidogyne. Este proceso se
repitié periddicamente para mantener la poblacion de nematodos. Durante el periodo de enero a
agosto de 2023, las plantas se mantuvieron en un invernadero con temperatura promedio de 21°C

y humedad relativa del 70%.
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7.4 Ensayo de biocontrol planta-hongo

A pesar de los informes sobre los beneficios de B. velezensis y P. lilacinum en el crecimiento
vegetal, se requiere evaluar su efecto en nuestro sistema experimental. Por lo tanto, se llevé a cabo
una evaluacion del impacto de la inoculacion de estas cepas, tanto de manera individual como en
consorcio, en plantas de tomate no infestadas con nematodos. Ademas, se investigd el posible
efecto de P. lilacinum MTLO1 y B. velezensis 83 sobre M. enterolobii, tratando con estas cepas
plantas de tomate previamente infestadas con nematodos.

Tabla 1. Tratamientos, Inoculaciones y Plantas por Experimento
El experimento cuenta con 8 repeticiones en dos temporadas: 8 charolas con diferentes tratamientos, cada una

conteniendo plantas como unidades experimentales.

Tratamiento Inoculacién con No. de
M. enterolobii plantas

Sin microorganismos Si 6
P.lilacinum MTLO1 Si 6
B. velezensis 83 Si 6
MTLO1+ B. velezensis 83 Si 6
Total 24

Sin microorganismos No 6
P.lilacinum MTLO1 No 6
B. velezensis 83 No 6
MTLO1+ B. velezensis 83 No 6
Total 24

Las plantas utilizadas en nuestros experimentos provienen de semillas de tomate CALAFIA F1

(Harris Moran) esterilizadas por el método antes descrito.

Primera inoculacién con P.lilacinum MTLO1.
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Se ha reportado que algunas de las cepas de P.lilacinum pueden establecerse endofiticamente en
varias especies vegetales (Castillo-Lopez, et al., 2014). Esperando que P.lilacinum MTLO1 se
endofitara en nuestras plantas desde la fase inicial, se trataron las semillas (previamente

esterilizadas) con 1x10° esporas.

Las esporas se recuperaron de un cultivo de P.lilacinum MTLO1 crecido en medio sélido PDA, en
una solucion estéril de glicerol al 10% y se cuantificaron en un hemocitometro para su posterior
ajuste a la concentracion deseada. Se colocaron 24 semillas en la suspension de esporas durante 24
horas, en agitacion suave y constante en un rotador de tubos (TubeRoller Benchmark) a

temperatura ambiente (725-30°C).

Las semillas que no se expusieron a las esporas se incubaron con una solucion de glicerol al 10%,

libre de esporas, con el mismo tiempo de incubacién y agitacion.

Posteriormente se colocaron en alméacigos de germinacion, sobre sustrato compuesto por Sunshine
mezcla 3 fina especial, perlita y vermiculita en una proporcién 3:1:1. Ahi se mantuvieron durante
dos semanas para un posterior trasplante a macetas circulares de 15 cm de diametro. Las plantas se
mantuvieron en condiciones de invernadero en el periodo julio-octubre 2022 y febrero-junio 2023,

desde el inicio de la germinacion hasta la etapa final del experimento.

7.5 Tratamiento de plantas con P. lilacinum MTLO1 y B. velezensis 83.

Siguiendo la metodologia de inoculacion descrita en la seccion anterior, la co-inoculacion con B.

velezensis 83 se hizo por aplicacion directa del Fungifree AB® en suspension, tomando como
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referencia lo estipulado por el proveedor, 1X10® UFC contenido en 1 g de producto; se suspendid

a 1 g/ml de agua destilada estéril y se inocul6 por maceta.

La aplicacion se hizo una semana después del trasplante a macetas, con aplicacion de tres refuerzos

cada 20 dias, colocados sobre la rizosfera de las plantas de tomate.

Entre los 25 a 30 dias despues de la segunda inoculacion con Fungifree AB® se realiz6 un refuerzo
del tratamiento con P. lilacinum MTLO1, inoculando 1 ml de suspension de esporas con una
concentracion de 1X108 esporas/ml en la rizosfera de las plantas, en las 24 plantas correspondientes

a este tratamiento (Figura 12).

e Semillas tratadas con P. lilacimon MTLO1.

e Semillas sin tratamiento fiingico. De semilla a plantula (2 semanas)
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Figura 12. Esquema de los tratamientos aplicados

En un experimento con disefio completamente aleatorio (DCA).
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7.6 Inoculacion con nematodos y evaluaciones de la actividad nematicida del consorcio
P.lilacinum MTLO1-B. velezensis 83

Inoculacion en plantas

Tres semanas después de trasplantarse a las macetas, las plantas se infestaron con nematodos J2
obtenidos de las masas de huevos de plantas de propagacion, como se detalla en la seccion 7.2. Se
llevaron a cabo dos experimentos con algunas variaciones en el método de infestacion y las
condiciones de cultivo en invernadero. En el primer experimento, se infestaron las plantas con
aproximadamente 1,200 J2 por planta, sin aplicacion de fertilizante, y se mantuvieron en
condiciones de temperatura ambiental reguladas en el invernadero. En el segundo experimento, se
inocul6 un nimero mayor de nematodos, alrededor de 3,400 J2 por planta, y se aplicd 1 gramo de
fertilizante triple 17 de liberacidn lenta. Las condiciones del invernadero se mantuvieron con una
temperatura promedio de 21°C tanto de dia como de noche, y una humedad relativa superior al
70%. Las plantas fueron monitoreadas y se mantuvieron en el invernadero durante 8-9 semanas,

hasta alcanzar la tercera fase fenol6gica, la fase reproductiva.

7.7 Cuantificacion y evaluacion de los tratamientos aplicados

Al término del experimento, se midieron los siguientes parametros: longitud total, peso fresco y
seco de la parte aérea, numero de flores y frutos, peso fresco de la zona radicular, y nimero de

agallas.

Registro de medidas de la parte aérea
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Las plantas se cortaron a nivel del borde superior de la maceta para poder tomar por separado los
datos de la parte aérea y radicular. Posteriormente, se colocaron en bolsas de polipropileno y se
etiquetaron de manera individual. Se registré el peso fresco total de cada planta, también se
contaron los botones florales, las flores abiertas y los frutos en formacion. Subsecuentemente, se
partieron los tallos en trozos pequefios, se envolvieron junto a las hojas en papel absorbente y
fueron colocadas en un horno de 50°C durante una semana hasta que se deshidrataron por completo,

para poder tomar el registro del peso seco.

Conteo de agallas

Se lavo el area radicular con agua para eliminar la mayor cantidad de sustrato posible. Una vez que
las raices estuvieron limpias, se eliminé el exceso de agua y se pesaron en fresco. Posteriormente,
las raices se envolvieron en papel absorbente himedo y se almacenaron en bolsas de polipropileno
refrigeradas a 4°C. Se pes6 1 gramo de raiz fresca de la misma zona en cada planta (raices
periféricas). Estas muestras se sometieron a un conteo de agallas visibles y se les asigné un indice

de agallamiento (1A) segln la escala de Taylor y Sasser (1978) (Tabla 2).

Tabla 2. Escala de agallamiento (Taylor y Sasser, 1978)

No. de agallas  Indice de agallamiento

0 0
1-2 1
3-10 2
11-30 3
31-100 4
>100 5
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Analisis estadistico

Se llevaron a cabo analisis estadisticos utilizando andlisis de varianza de una via (ANOVA) con la
prueba de comparaciones multiples de Tukey (P < 0.05) mediante el software OriginPro 2023. Esta
metodologia se utiliz6 para examinar las diferencias significativas entre los grupos en diversas
variables. Para el nimero de flores y el nimero de agallas se realiz6 una transformacion logaritmica

para normalizar los datos antes de realizar el ANOVA.

Es importante destacar que la transformacion logaritmica se aplicé para mejorar la distribucion de
los datos y cumplir con los supuestos del ANOVA. Todos los datos analizados, que incluyen
longitud, peso seco aéreo, peso fresco aéreo y peso radicular fresco, se presentan de manera
estandar, utilizando la media méas la desviacion estdndar para representar la dispersion de los

valores dentro de cada grupo.
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8 RESULTADOS

8.1 Obtencion de cepas fangicas.

Los hongos que crecieron sobre las masas de huevos de Meloidogyne paranaensis y que inhibieron
la eclosion de los huevos y permitieron la supervivencia de la plantula de tomate, ver (Seccién 7.1),
se aislaron de manera independiente tras varios pases de resiembra en medio de cultivo PDA,

suplementado con antibiéticos (Figura 13).

Figura 13. Hongos observados sobre la masa de huevos

a)Masa de huevos con crecimiento micelar, b)Aislado 1 en medio PDA, c)Aislado 2 en medio PDA.

8.2 Identificacion de hongos nemato6fagos

Aislamiento de ADN genomico

Una vez que se logré tener a los hongos independientes, libres de contaminacién, se extrajo ADN
genodmico a partir del micelio de ambas cepas (Seccion 7.2). EI ADN se visualizo en un gel de
agarosa al 1% y se observaron bandas superiores a 10,000 pb, confirmando asi la integridad del

ADN gendmico extraido (Figura 14).
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Figura 14. DNA gendmico de los dos hongos aislados

Gel de agarosa al 1%, carril 1: marcador molecular, carril 2: DNA gendmico extraido del Aislado 1, carril 3: DNA
genodmico extraido del Aislado 2.

Amplificacion de la region intergénica de la subunidad grande del ribosoma (ITS) por PCR

A partir del DNA extraido, se realizé una amplificacion de la regién intergénica de los ARN

ribosomal ITS 1y 2, con un producto esperado de aproximadamente 700 pb (Figura 15).

Pb 1 2 3

1000—

700—
500—

200—
Figura 15. Amplificacion de la regién ITS 1-2 de los dos hongos aislados
Gel de agarosa al 1%, carril 1: marcador molecular, carril 2: DNA gendmico amplificado del Aislado 1, carril 3: DNA

gendmico amplificado del Aislado 2.
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Secuenciacion

El producto de la amplificacion por PCR se purificO y se envié a secuenciar en la Unidad de

Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia-UNAM.

El electroferograma proporcionado por la unidad de secuenciacion nos permitio validar la calidad
de la secuencia obtenida. Se utilizaron las secuencias (Figura 16) de las regiones amplificadas de
P. lilacinum MTLOL, asi como secuencias representativas de otras especies de Purpureocillium
para reconstruir la filogenia. Como grupo externo se compararon estas secuencias con las del
género Paecilomyces, que pertenece a un orden diferente. (Figura 17).

»1893 HMFw
CTGTGAACCTTACCTCAGTTGCCTCGGCGGGAACGCCCCGGLCGLCTGLCCCCGLGLLGa
CGCCAGACCCAGGLGCCCACCACAGGGACCCCAMCTCTCTTGCATTACGCCCAGCGGGL
GGAATTTCTTCTCTGAGTTGCACAAGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTGGCATCRATGAAGAACGCAGCGAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTRGCGRGEE
ATGCCTGTTCRAGCGTCATTTCAACCCTCRAGCCCCCCCORGRGCCTCRATATTAGEGEA
CGGCACACCAGCCGCCCCCGAAATGCAGTGGCGACCCCGLCGCAGCCTCCCCTRCGTAGT
AGCACACACCTCgCACCGGAGCGLGGAGRCGETCACGCCGTAAMACGCCCAACTTTCTTA
gAGTTGACCTCGGATCAZGTAGGAATACCCGCTRAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG
A

Figura 16. Secuencia obtenida de la cepa MTLO1 de P.lilacinum
Las identidades resultantes corresponden a P. lilacinum y F. oxysporum, ambos con 100% de
identidad con secuencias de estas especies. En este trabajo solo se utilizo la cepa de P. lilacinum,
a la que llamamos MTLOL1, la secuencia fue depositada en la base de datos del NCBI Gene Bank

con el nimero de acceso OR470716.
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Figura 17. Filogenia de P. lilacinum cepa MTLO1
La longitud de las ramas del filograma indica la proximidad de las secuencias analizadas. Las ramas mas cortas

indican una tasa mas baja de cambio de las secuencias nucleotidicas de referencia.

8.3 Propagacion de nematodos en plantas de tomate en condiciones de invernadero.-

El establecimiento de la poblacion de nematodos de M. enterolobii se logré al inocular las masas

de huevos provenientes de raices infestadas con M. enterolobii.

Las plantas presentaron agallas visibles en las raices periféricas 90 dias después de la inoculacion.

Al ser diseccionadas, en las agallas se observaron hembras adultas y masas de huevos abundantes,
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con aproximadamente 120 huevos por masa. Los huevos mostraron una alta viabilidad al eclosionar

48 horas después de ser incubados en agua, a temperatura ambiente (25°).

Para confirmar la identidad de los nematodos establecidos en nuestras plantas, en condiciones de
invernadero, se hizo la identificacion molecular, utilizando los oligonucleétidos forward (sentido)

TWB81-GTT TCC GTA GGT GAA CCT GCy reverso AB28-ATATGC TTA AGT TCA GCG G.

Figura 18. Agallas diseccionadas de plantas inoculadas con M. enterolobii.
a) Agalla con hembra adulta expuesta, b) Dos masas de huevos con hembra adherida.

(H=hembra, M=masa de huevos)

Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa Chromas 2.6.6 (Technelysium Pty Ltd,

South Brishane Australia), se pasaron a formato FASTA (Figura 19).

>153
CTATAGTCACTTGAATATTGTTGATGATGCAGGTCGTACAATCTAAACA
TATCTAACAATCAAATTAAAACATAAAGAAGCCTAAAATATATTATTTA
ATACTTTTTTTTTTTTGAAGAGATGACCCTGAACCAGACATAGAAAAGG
GTTTGACCCCTATGCGGCAATATGCGTTCAAAACTTTTATGCTCAAGGC
TGCTGCAGTTCTCAAAAATTATCGCAGTTTGCTGCGTTCTTCATCGATC
CACGAGCCTAGTGATCCACCGGAAAGGCTAGGAATTTTGTTTTTTTTTA
AATATAAAAAAAAAGAGCGGGGGTCCCCACTTAAAAGGGGCATTTAATC
TTAAACTCATTATATGCCTAACCTGTCACCACCTCTACCGCCCCGGACG
GTCTCAACTGTATCAACACCCCCTAGACACCCGCGACAGCCGTTACACT
ACATTTATTTTATTGCGATTCAAAATTGAACATCACATAATATAATGAT
CCAAGTTCACGGTCAGCAACAGAAACAAAAC

Figura 19. Secuencia obtenida de los nematodos propagados.
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Por ultimo, se realiz6 un alineamiento local de secuencias (BLAST®, NCBI)

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) para conocer la identidad (Figura 20).

Sequences producing significant alignments Download Select columns ¥ Show 100V | @
select all 700 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Descrintion Scientific Max Total Query E Per. Acc. .
vp Name Score Score Cover value Ident Len Accession
v v v v v - v

Meloidogyne enterolobii isolate CN48 small subunit ribosomal RNA gene, partial seq... Meloidogyne... 905 905 92% 0.0 97.90% 554 MT490925.1

Meloidogyne enterolobii isolate ZA02 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequ... Meloidogyne... 905 905 92% 00 97.90% 765 MT209955.1
Meloidogyne enterolobii isolate ZZZP01 small subunit ribosomal RNA gene, partial se...Meloidogyne... 905 905 92% 00 97.90% 763 MT159695.1

Meloidogyne enterolobii isolate FJQZGS03 small subunit ribosomal RNA gene, partia...

Meloidogyne... 900 900 92% 00 97.71% 765 MT406251.1

Meloidogyne enterolobii isolate FJQZGS02 small subunit ribosomal RNA gene, partia... Meloidogyne... 900 900 92% 0.0 97.71% 765 MT406250.1

Meloidogyne enterolobii isolate FJQZGS01 small subunit ribosomal RNA gene. partia... Meloidogyne... 900 900 92% 00 97.71% 765 MT406249.1

Figura 20. Porcentaje de identidad de nematodos (M. enterolobii) establecidos en condiciones de invernadero

Este protocolo se repitié en la segunda generacion de propagacién, coincidiendo en la especie de

nematodos establecidos, M, enterolobii.

KYES2455 M. athiopica

KWEB2402 M. alhiapica
KVEA2484 M, ethiopica
FLS21802 M. hispanica
JHBAET42 M, hispanica
KEGE3035 M. incognita
FJ534516 M. incognila
JFS48755 M. incognila
JXABSEA0 M. 3p
JXLESES M. sp
MWET2252 M. javanica
0.0 KX846187 M. javanica
q MK183471 M. arenada

MK1E8462 M. arenaria

0028 MK1834T4 M. arenasia
KYDG2654 M. oryzas
MZ3I28082 M. izalcosrsis
MZIE1699 M. izalcoansis

0.010

K¥Y9111907 M. paranasnsis
K¥911911 M, paranaensis
K¥211108 M. paranaensis

LGIA0asEs M, hapla

0.008 I: AFOTT0EE M. hapka
LOO20382 M. hapla

0.008

0.012
0.061

MTZ08951 M. entaralobil

MT406281 M. enteralobii
\“--___ 0077 MT490925 M. entaralobil
MT158655 M, entarolobii
MTZ08955 M. enteraloll
oMTZi684

Figura 21. Filogenia de Meloidogyne enterolobii.
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

La secuencia se depositd en la base de datos del NCBI Gene Bank con el nimero de acceso

SUB11094155 CIMA-123 OM721664

Evaluacion de la inoculaciéon de P. lilacinum MTLO1, B. velezensis 83 independientes y en

combinacion, en el desarrollo de plantas de tomate

Las plantas provenientes de semillas tratadas con esporas de P. lilacinum MTLO1 no mostraron
diferencias fenotipicas observables a simple vista respecto a las que no tenian inoculacién flngica,
durante el estadio de plantula, lo que indica que el tratamiento de semillas con esporas de este
hongo no representa un riesgo para el desarrollo vegetal, pero tampoco promovio el crecimiento
hasta el momento de la medicién. Inoculacion con nematodos y evaluaciones de la actividad

nematicida del consorcio P.lilacinum MTLO1- B. velezensis 83

8.3.1 Actividad de los microorganismos inoculados sobre las plantas de tomate

Cuando las plantas alcanzaron la fase reproductiva, se evalué su crecimiento aéreo y radicular para
detectar posibles efectos de promocidn o inhibicién causados por los microorganismos inoculados.
Se llevaron a cabo dos experimentos con algunas variaciones entre ellos, con el proposito de
comparar las plantas tratadas con microorganismos y las plantas control sin inoculantes
microbianos. Aunque se observaron diferencias estadisticamente significativas en algunos
parametros evaluados en cada experimento, estas diferencias no fueron consistentes en el segundo
experimento, lo que impide llegar a conclusiones definitivas sobre la actividad de promocion o

inhibicidn del crecimiento vegetal por parte de los microorganismos. No obstante, es importante
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destacar que no se observaron diferencias visibles entre los tratamientos; las plantas tratadas

mostraron caracteristicas similares a las plantas control en ambos casos (ver Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la inoculacion en tomates con los microorganismos de control

Evaluacién del impacto de P. lilacinum MTLO1, B. velezensis 83 y la combinacién entre ambos en plantas de
tomate. Medias (+ D.E. n=6). Las letras diferentes indican que difieren significativamente (Tukey, P < 0.05).

Tratamiento Longitud Peso fresco aéreo  Peso seco aéreo  Peso fresco de raices

Experimento julio-noviembre 2022

Control 103.83(+5.91)° 38.70(+4.97)2 5.04(+0.60)2 17.64(%5.36)?
MTLO1 114.50(+10.29)®  32.33(6.14)? 4.34(+0.70)° 12.54(2.23)?
B.velezensis 83 105.00(+8.27) ® 27.43(+8.09) 4.00(+1.23)° 15.58(+4.69)?
MTLO1+ B.velezensis 83  120.66(+11.29)  39.14(+12.31)? 6.15(+1.60)2 14.18(2.25)?
Experimento febrero-junio 2023
Control 104.90(+7.54)2 36.59(+2.38)2 7.25(1.02)? 18.51(+1.07)®
P.lilacinum MTLO1 108.83(+4.42)2 31.15(+2.98) 5.02(0.88)P 16.23(+4.20)P
B.velezensis 83 108.41(+3.80)2 32.93(+3.96)® 6.05(+1.48)% 22.83(+4.58)?
MTLO1+ B.velezensis 83  104.5(7.89)? 27.45(+3.93)° 4.30(0.86)P 16.25(+2.33)P

Actividad de los microorganismos frente al ataque de nematodos y los dafios causados en

plantas.

Cuando las plantas se trataron con microorganismos y luego se infestaron con nematodos, los
resultados respecto a la longitud, peso fresco aéreo y radicular, asi como al peso seco aéreo,
mostraron inconsistencias entre ambos experimentos. Sin embargo, se observé una tendencia
marcada en cuanto a la produccion de flores y la cantidad de agallas, con una clara diferencia entre
las plantas tratadas con microorganismos y las plantas control. La mejor produccién de flores se
alcanzd en las plantas inoculadas con la combinacion de los microorganismos (MTLO1+

B.velezensis 83), que superaron mas del doble la produccion de flores de las plantas control. En
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segundo lugar, se encontraron las plantas tratadas con B. velezensis 83, seguidas de las plantas
inoculadas con P. lilacinum MTLO1, que también mostraron una mayor produccion de flores en

comparacion con las plantas no tratadas.

Tabla 4. Efecto de la infestaciéon de nematodos en el crecimiento de plantas de tomate
Impacto de M. enterolobii en plantas de tomate inoculadas con los tratamientos: P. lilacinum MTLO1, B.
velezensis 83 y el consorcio entre ambos y un grupo control. Medias (+ D.E. n=6). Las letras diferentes indican
que difieren significativamente (Tukey, P < 0.05).

Tratamiento Longitud aérea  Peso fresco aéreo Peso seco aéreo Peso fresco de raiz

Experimento julio-noviembre 2022

Control 118.33(£12.65)  27.95(7.75)° 3.71(0.99)° 22.82(+8.36)?
P.lilacinum MTLO1 ~ 104.83(x8.51)®  30.61(+7.78) 4.02(£0.93)% 24.48(+6.85)
B.velezensis 83 116.83(8.06)*°  36.30(5.85)% 5.35(+0.84)? 19.04(+3.68)?

MTLO1+ B.velezensis 83  108.50(+3.88)®  39.063(%5.77)2 5.39(x0.77) 2 23.00(+3.62)

Experimento febrero-junio 2023

Control 106.66(+4.45)2  36.20(+4.23) 5.90(+1.27)® 18.62(+4.57)?
P_lilacinum MTLO1 107.00(+7.98)? 36.72(+3.72) 5.43(0.44)"° 13.56(+1.19)°
B.velezensis 83 95.25(+6.17)° 30.96(+2.07)" 5.34(+0.36)b° 13.60(+1.53)°
MTLO1+ B.velezensis 83  104.08(+5.96)®  28.89(+2.52)° 4.24(0.69)° 11.58(+2.11)°

Tabla 5. Efecto de la infestacion de nematodos en la produccion de flores de tomate
Efecto de la infestacion de nematodos en la produccion de flores de plantas de tomate inoculadas con los
tratamientos: P. lilacinum MTLO1, B. velezensis 83 y el consorcio entre ambos y un grupo control. Medias (£ D.E.
n=6). Las letras diferentes indican que difieren significativamente (Tukey, P < 0.05).

] No. de flores/planta  No. de flores/planta
Tratamiento

Experimento 1 Experimento 2

Control (sin nematodos) 0.82 (+0.09)® 0.61 (+0.09)2

Control + M. enterolobii 0.62 (x0.27)° 0.43 (x0.11)°
MTLO1 + M. enterolobii 0.62 (+0.04)° 0.67 (+0.06)?
B.velezensis 83 + M. enterolobii 0.87 (+0.07)® 0.67 (£0.10)2
MTLO1+ B.velezensis 83+ M. enterolobii 0.96 (£0.12)2 0.73(x0.08)2
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La cuantificacion de agallas proporciona una estimacion del grado de infestacion que pueden
alcanzar las plantas cuando los nematodos logran establecerse para completar su ciclo de vida. Si
los nematodos son atacados en algun estadio de su ciclo, las poblaciones se veran reducidas y la
cantidad de agallas serd menor. Por esta razon, se llevd a cabo el conteo de agallas presentes en un
gramo de raiz tomado de las raices periféricas de cada planta, evitando tomar porciones de la raiz
principal. Se observo un mayor establecimiento de los nematodos y una mayor cantidad de agallas
en el experimento 1 en comparacion con el 2; sin embargo, en ambos experimentos se mantuvo la
tendencia de reduccion del nimero de agallas en las plantas tratadas con los microorganismos. Se
calcul6 el porcentaje de reduccion de agallas entre los tratamientos, considerando el nimero de
agallas presente en las plantas control como 100% (Figura 22, Tabla 6). En el primer experimento,
se registré una reduccion del 66%, 68% y 61% para los tratamientos con el consorcio, P. lilacinum
MTLOL1y B. velezensis 83 respectivamente, mientras que, en el segundo experimento, el porcentaje

de reduccion fue del 78%, 71% y 43% respectivamente.

Tabla 6. Formacion de agallas en raices de tomate

Efecto de la infestacion de nematodos en las raices de plantas de tomate inoculadas con los tratamientos P.
lilacinum MTLO1, B. velezensis 83 y la combinacidn entre ambos y un grupo control. Medias (* Desviacion
estandar de 6 repeticiones en cada experimento por tratamiento). Medias con letras diferentes indican que
difieren significativamente (Tukey, P < 0.05).

Julio - noviembre 2022 Febrero - junio 2023
. Agallas/gr de Indice de % de Agallas/gr de indice de % de
Tratamiento . . S . . S
raiz agallamiento inhibicién raiz agallamiento inhibicion

Control 2.00 (+0.25)2 5 0 1.12 (x0.14)2 3 0

MTLO1 1.61 (+0.20)° 4 68 0.52 (+0.32)® 2 71
B.velezensis 83  1.64 (+0.12)° 4 61 0.88 (£0.11)a 2 43

+
MTLOL 1.58 (£0.11)° 4 66 0.44 (+0.23)° 2 78

B.velezensis 83
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Figura 22. Efecto de los tratamientos en la formacion de agallas en raices, respecto al grupo control.
Comparacién entre tratamientos del nimero de agallas en las raices, tomando como referencia las plantas del grupo

control que no contaban con un tratamiento de inhibicién de nematodos. Las lineas de dispersién muestran un
intervalo de confianza del 95%. Las cajas representan la media de 6 repeticiones en cada experimento. Medias con

letras diferentes indican que difieren significativamente (Tukey, P < 0.05).
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9 DISCUSION

Durante el desarrollo de este proyecto, se llevé a cabo un experimento duplicado con el fin de
evaluar la efectividad de la cepa P. lilacinum MTLO1, tanto de manera individual como en
combinacién con la cepa B. velezensis 83 en su formulacion comercial Fungifree AB®, para
controlar lainfestacion y los dafios causados por los nematodos M. enterolobii en plantas de tomate.
Aunque se procurd mantener condiciones similares entre los experimentos, fue necesario realizar
cambios significativos en cada uno, incluyendo la estacion del afio, la aplicacion de fertilizante
triple 17, la variacion en la cantidad de J2 inoculados en las plantas y la viabilidad de los nematodos
utilizados en la inoculacién. Ademas, factores no controlables, como modificaciones en el
invernadero (temperatura, regulacion de la iluminacion y aumento en la humedad relativa), podrian
haber influenciado en los resultados, lo cual es esencial considerar al analizar los datos obtenidos
en el estudio (Taylor & Sasser, 1978, 1983; Swe et al., 2011; Gallego-Velasquez et al., 2014;

Acosta et al., 2021; Quevedo et al., 2022).

Respecto a las diferencias entre los experimentos, se observaron disparidades en la cantidad de
nematodos inoculados. Aungue en el segundo experimento se aplicé aproximadamente tres veces
mas nematodos que en el primero, se registré un menor nimero de agallas en todo el experimento.
La viabilidad de los nematodos jugé un papel crucial debido a problemas encontrados en las plantas
utilizadas para la propagacion de estos. Estas plantas se contaminaron con un organismo
desconocido que generd mal olor en las raices y el sustrato. Ante la falta de una cantidad suficiente
de nematodos viables para llevar a cabo una inoculacion inicial similar al primer experimento, se

optd por utilizar raices infestadas almacenadas durante aproximadamente seis meses a una
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temperatura de 4°C. No obstante, los J2 obtenidos de la eclosion de las masas de huevos de estas
raices eran viables al momento de la inoculacion, la prolongada exposicion al frio pudo haber
resultado en una reduccién en la viabilidad de los huevos y los nematodos. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que los nematodos, a pesar de ser tolerantes al frio, esta condicion podria

afectar su viabilidad a largo plazo, como indican en el trabajo Shi et al. (2022).

Aunque los experimentos no son directamente comparables entre si, se puede observar una
tendencia clara en el crecimiento y desarrollo de las plantas, que fue similar entre todos los
tratamientos tanto en el Experimento 1 como en el Experimento 2. Los parametros medidos con
resultados destacables y diferencias significativas fueron la floracion y la reduccion de agallas,
tanto en uno como en otro experimento. Esto arroja un resultado prometedor con implicaciones
significativas para la industria agricola. El tratamiento con la mezcla de P. lilacinum MTLO1 y B.
velezensis 83 disminuye la presencia de nematodos y tiene un incremento en la floracién, respecto

a las plantas control no infestadas con nematodos.

P. lilacinum MTLO1 se muestra como un agente de biocontrol de nematodos altamente efectivo.
Los resultados de nuestro proyecto concuerdan con informes anteriores, como el de Aminuzzaman
et al. (2012), quienes destacan la efectividad de una combinacién similar de dos cepas de P.
lilacinum con una reduccién del 66.7% en el agallamiento de M. incognita en raices de plantas de
tomate tratadas con pellets de alginato con un 1.6% de conidios del hongo. Ademas, sefialan que
no se encontraron diferencias significativas en el peso fresco aéreo, altura y peso fresco de las
raices en comparacion con el control negativo y el control vacio. Otros estudios relevantes incluyen

los de Kiewnick et al. (2011), los que reportan una disminucién del 45% en el agallamiento del
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nematodo M. incognita en plantas de tomate tratadas con P. lilacinus cepa 251, asi como una
mejora del 31% en el rendimiento de frutos. Khan y Tanaka (2023) también reportan la eficacia de
P. lilacinum con una reduccién del 62% en el nimero de agallas en berenjenas con M. incognita,
ademaés de promover el crecimiento y la acumulacion de pigmentos fotosintéticos. Por otro lado,
Silvaetal. (2017) evaluaron a P. lilacinum para el control de M. enterolobii y obtuvieron resultados
favorables en experimentos in vitro, donde el parasitismo de huevos fue del 69 al 73%. Sin
embargo, en condiciones de invernadero en plantas de tomate y platano, observaron una
disminucion baja-moderada del agallamiento, sugiriendo un manejo integrado utilizando los

hongos en lugar de utilizarlos de manera individual.

Es crucial destacar que P. lilacinum MTLO1 mostré una actividad nematicida so6lida; sin embargo,
la produccidn de flores no se vio tan favorecida cuando el hongo se aplicé de manera independiente.
No obstante, al aplicar el consorcio de P. lilacinum MTLOL y B. velezensis 83, se observé una
mayor reduccion en la incidencia de agallas y una floracion superior en comparacion con las plantas
de control. En este contexto, Nesha y A. Siddiqui (2017) realizaron una evaluacion de
Paecilomyces lilacinus y Aspergillus niger, tanto de forma individual como en combinacidn, sobre
plantas de zanahoria. Los resultados mostraron una reduccion significativa en el nimero de agallas
en las plantas tratadas con la combinacion de P. lilacinus y A. niger en comparacion con los
tratamientos individuales. Esto respalda nuevamente la idea de que P. lilacinum contribuye a
mantener las plantas en mejor estado cuando estan bajo ataque de patégenos, y este efecto se

potencia cuando se combina adecuadamente con otros organismos.
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La efectividad del uso de bacterias para el control de nematodos fitoparasitos es buena, prueba de
ello es la actividad de las enzimas liticas de bacterias del género Chitinophaga que indujo la
mortalidad del 85% de M. incognita en el estadio J2, 0 los compuestos volatiles de cepas de Bacillus
sp., Paenibacillus sp. y Xanthomonas sp que tuvieron un 99% de efectividad en la reduccién de

nematodos despueés de tres dias de exposicion a cada una de las cepas. (Gamalero & Glick , 2020)

Particularmente, el género Bacillus se destaca como un agente de control bioldgico ampliamente
utilizado en agricultura. En el caso de los nematodos, diversos estudios respaldan su eficacia. Por
ejemplo, Wei et al. (2014) evaluaron B. subtilis sobre plantas de tomate infestadas con M.
incognita, observando una reduccion de agallas del 48-69%. Diaz-Manzano et al. (2022) informan
que B. cereus cepa Jdm1 logré una efectividad del 43% en la reduccion de agallas de M. incognita
en plantas de tomate. Cao et al. (2019) encontraron que B. subtilis cepa Bs-1 fue eficaz en un 64.2%
en la reduccién de agallas en plantas de tomate en condiciones de invernadero. En plantas de
pepino, Bs-1 suprimi6 eficazmente a M. incognita y promovi6 el rendimiento en un 53.1% en
ensayos de campo. Asaturova et al. (2022) evaluaron dos cepas de B. velezensis en plantas de
pepino en invernadero y observaron una reduccion del agallamiento por M. incognita de hasta un
76.4%. Tian et al. (2022) evaluaron la eficacia de la bacteria B. velezensis Bv25 sobre plantas de
pepino, mostrando una reduccidon de agallas del 73.8% en macetas y del 61.6% en el campo, junto
con un aumento en el rendimiento de frutos del 36.5% y un incremento en la altura de las plantas
del 14.4%. Kamalanathan et al. (2032) demostraron que la cepa de B. velezensis VB7 inhibi6
eficazmente la eclosion de huevos de M. incognita en un 97.50% y promovio la mortalidad en J2
con un 87.65% de efectividad después de 96 horas. Thanh Tam et al. (2023) evaluaron cepas de B.

velezensis, destacando las cepas TL7, S1, S2 y HD5 que redujeron un 65% del nimero de nudos
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en las raices de plantas de tomate infestadas con Meloidogyne sp., con S1y TL7 mostrando una
mayor eficacia en la prevencion de agallas en plantas de pimienta negra y café; mostraron un
impacto mas significativo en la prevencion de la formacion de agallas cuando se aplicaron antes
de la exposicién a la infeccion por nematodos. Ademas, demostraron ser las mas eficientes al
suprimir la infeccion por F. oxysporum en el suelo de la rizosfera de plantas de café y pimienta

negra, tanto en invernadero como en campo.

Aungue no observamos una promocion general del crecimiento en las plantas tratadas con B.
velezensis 83, como se ha informado con actividad promotora de crecimiento en plantas de tomate
(Balderas-Ruiz et al., 2021), si notamos un aumento en el nimero de flores producidas por planta
cuando B. velezensis 83 se combina con el tratamiento de P. lilacinum. Segun informes anteriores,
B. velezensis ha demostrado incrementar el rendimiento en cultivos como pimienta negra y cafe,
tanto en invernadero como en campo, cuando se aplican las cepas S1 y TL7, resultando en un
aumento del 20% en la cosecha en comparacion con las plantas no tratadas. La promocién del
crecimiento y el aumento del rendimiento de la cosecha estan directamente vinculados a la
capacidad de las cepas TL7 y S1 de B. velezensis para reducir la incidencia de enfermedades en
cafetos y plantas de pimienta negra infestadas por patogenos (Thanh Tam et al., 2023). Ademas,
Asaturova et al. (2021) informaron mejoras significativas en el rendimiento con las cepas de B.
velezensis BZR 86 y BZR 277 en comparacion con el control, con aumentos del 21.4% y 5.2%,
respectivamente, en 2016, y aumentos del 17.8% y 45.8%, respectivamente, en 2017. En el caso
de P. lilacinum, Hernandez-Leal et al. (2016) observaron una estimulacion en la produccion de

semillas, aunque no se observo una promocion general del crecimiento de la planta.
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En resumen, este proyecto ha proporcionado resultados prometedores para el control de nematodos
en plantas de tomate mediante la combinacion de P. lilacinum MTLO1 y B. velezensis 83. La
evaluacion de los diferentes tratamientos y la observacion de parametros como la floracion y la
reduccion de agallas respaldan la efectividad de este enfoque de control bioldgico. Ademas, los
resultados obtenidos coinciden con investigaciones previas que resaltan la eficacia de P. lilacinum
y diversas cepas de Bacillus en la supresion de nematodos en diferentes cultivos. Este enfoque
integrado podria ofrecer una alternativa sostenible y efectiva para el control de nematodos en la

agricultura, contribuyendo a la salud de las plantas y al rendimiento de los cultivos.
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10 CONCLUSION

En las plantas libres de nematodos, no se observaron efectos adversos en el crecimiento con
ninguno de los tratamientos evaluados. Aunque no se registré una promocion del crecimiento
vegetal, tampoco se evidencid una disminucion en el desarrollo de las plantas. Ademas, la floracion
se mantuvo constante en los tres tratamientos comparados entre si y con las plantas de control, lo

que indica que no se compromete la produccion agricola al aplicar los tratamientos.

En cuanto a los resultados del consorcio formado por los microorganismos, se destacé su notable
capacidad para contrarrestar el dafio causado por la infestacion de nematodos en las plantas de
tomate. Si bien compartio resultados similares con el uso exclusivo de P. lilacinum en términos de
reduccion del agallamiento de las raices, las plantas tratadas con el consorcio mostraron una mejora
significativa en la produccion de flores en comparacion con los demas tratamientos. Esto lo
convierte en una opcion ideal para combatir los efectos de los nematodos agalladores y, al mismo

tiempo, estimular y aumentar la produccion de flores que eventualmente se convertiran en frutos.

En conclusién, los tratamientos no tuvieron un impacto negativo en el desarrollo de las plantas
libres de nemétodos, lo que garantiza la seguridad de la produccién agricola. EI consorcio de
microorganismos se destaca como una estrategia efectiva para contrarrestar el dafio de los

nematodos y promover una mayor produccion de flores en las plantas de tomate.
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11 PERSPECTIVAS

La medicidn de la viabilidad de nematodos y huevos, particularmente aquellos que se reproducen
en las plantas bajo los tratamientos de P. lilacinum MTLO1, B. velezensis 83 y el consorcio entre
ambos, representa un paso fundamental para comprender el impacto de estos tratamientos en el
control de nematodos fitoparasitos. Esta evaluacion proporcionara informacion crucial sobre la
efectividad de cada tratamiento en la supresion de la poblacion de nematodos y la viabilidad de sus
huevos, lo que contribuira significativamente al desarrollo de estrategias de manejo integrado de

plagas.

La reproduccién del experimento para consolidar los resultados obtenidos hasta el momento. Al
repetir el estudio, se podra verificar la consistencia de los efectos observados bajo diferentes
condiciones experimentales y contextos ambientales. Ademas, la reproduccion permitira confirmar
la reproducibilidad de los hallazgos y fortalecer la robustez de las conclusiones obtenidas. Esto no
solo aumentara la confianza en los resultados del estudio, sino que también proporcionara una base
solida para futuras investigaciones y aplicaciones practicas en el campo del manejo de nematodos

fitoparésitos.
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12 ANEXOS

Anexo A. BLAST de P.lilacinum MTLO1

Resultado de un analisis de BLAST, muestra la similitud entre la secuencia de P. lilacinum MTLO1 (nimero de

acceso OR470716.) y las secuencias encontradas en la base de datos.

o000 oO@

Description
A d

Purpureocillium lilacinum isolate DSM100325_DF58_RLCS20 small subunit ibosomal RNA gene, partial sequenc..

Burpureocillium lilacinum isolate R38 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene a. ..

Purpureocillium lilacinum isolate R26 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed sp

Purpureocillium lilacinum isolate PU253 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed

Purpureocillium lilacinum isolate PU16712577 small subunit ribesomal RNA gene, partial sequence; internal trans.

Purpureocillium lilacinum isolate CNUF C-RD55 internal transcribed spacer 1,_partial sequence; 5.8S ribosomal R...

Burpureocillium sp. WC-2018a isolate A15693 internal transcribed spacer 1,_partial sequence; 5 85 ribosomal RN

Purpureocillium lilacinum culture BCC<THA=-86507 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; internal

Purpureocillium lilacinum culture CBS:226.73B strain CBS 226.73B small subunit ribosomal RNA gene, partial se...

Purpureocillium lilacinum isolate SR64 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene ...

Anexo B. Alineamiento de P. lilacinum MTLO1

Scientific Nama SMax Tutal | Query E Pt Aee Accession

= core Score Cover wvalue = Ident  Len

b d hd v A d - v
Purpureocillium li... 1002 1002 100% 0.0 100.00% 1186 MT453285.1
Purpureocillium li... 1002 1002 100% 0.0 100.00% 584 MT420635.1
Purpureocillium li... 1002 1002 100% 0.0 100.00% 598 MT420625.1
Purpureocillium li... 1002 1002 100% 0.0 100.00% 600 MT279298.1
. Purpureocillium li... 1002 1002 100% 0.0 100.00% 626 MT254824.1
Purpureocillium li... 1002 1002 100% 0.0 100.00% 950 MK390498.1
Purpureocillium s .. 1002 1002 100% 0.0 100.00% 572 MF787284 1
Purpureocillium li... 1002 1002 100% 0.0 100.00% 972 MH430168.1
Purpureocillium li... 1002 1002 100% 0.0 100.00% 940 MHB80675.1
Purpureocillium li... 1002 1002 100% 0.0 100.00% 554 MF996814.1

Alineamiento realizado con el programa MUSCLE, muestra la comparacién de secuencias genéticas o proteicas

entre P. lilacinum MTLO1 y la cepa con la que tiene mayor identidad P. lilacinum DSM100329_DF58 RLCS20

CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

TR O S A B A R A B A e OR470716.1
MT453285.1 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAMAGTCGTAACAAGGTCTCCOTTGGTGAACCAGCGGAGG MT453285.1
OR470716.1 ~--m e CTGTGAACCTTACCTCAGTTGCCTCGG OR470716.1
MT453285.1 GATCATTACCGAGTTATACAM TCCCAAMCCCACTGTGAACCTTACCTCAGTTGECTCGG MT453285.1
0R479716.1 CGGGAMCGCCCCGELCGCCTELCCCCGLGCCOECECCGRACCCAGGLGLCCGLCGIAGEG ORATO716.1
MT453285.1 CGGGAACG - CCCGGLCGCCTELCCCCOLGLCEELELCERACCCAGRLGLCCGLCGLAGEG MT453285.1
0RA470716.1 ACCCCAMMCTCTCTTGCATTACGCCCAGCGGGCGGAATTTCTTCTCTGAGTTGCACAAGC OR470716.1
MT453285.1 ACCCCAAM TCTCTTGCATTACGCCCAGCGGGCGGAATTTCTTCTCTGAGTTGCACANGC MT453285.1
0RA470716.1 ARAAACAAATGAATCAAAAC TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA OR470716.1
MT453285.1 AAAAACAMTGAATCAAAAC TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA  MT453285.1
0RA70716.1 CGCAGCGAAMTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA OR470716.1
MT453285.1 CGCAGCGAAMTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA MT453285.1
0RA470716.1 ACGCACATTGCGCCCGCCAGCAT TCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC OR470716.1
MT453285.1 ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC MT453285.1
0RA478716.1 TCGAG-CCCCCCCGGGEECCTCRGTGTTGEEEEACGECACACCAGCCGCCCCCGARATGE OR47@716.1
MT453285.1 TCGAGCCCCCCCCOGGGGCCTCGGTGTTGEEEGACGECACACCAGCCGCCCCCGARATGE  MT453285.1

AGTGGCGACCCCGCCOLAGCCTCCCCTGCGTAGTAGCACACACCTCGCACCGOAGCGLGG
AGTGGCGACCCCGCCOCAGCCTCCCCTGCGTAGTAGCACACACCTCGCACCOOAGLGLGE

AGCCGOTCACGCCETAMACGCCCAACTTTCTTAGAGT TGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
AGGCCGTCACGCCETAMACGCCCAACTTTCTTAGAGT TGACCTCGGATCAGGTAGGAAT

R AR AR AR AR AR

ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA - « = <« s v nvnmncnnnnnnanns
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATANGC GGAGGAAAAGAAC CAMCAGGGATTGLCCC

GGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAMAGCACTTTGAAAGA
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