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RESUMEN

En Sinaloa, la produccién de tomate (Solanum lycopersicum L.) es cominmente afectada
por el nematodo Rotylenchulus reniformis. Esta especie se considera como uno de los 10
principales nematodos fitoparasitos, en funcion de su impacto econémico e importancia cientifica.
Por lo anterior, el objetivo general de este estudio fue determinar la distribucion, agresividad y
estrategias de control de poblaciones de Rotylenchulus presentes en campos horticolas de Sinaloa,
asi como su interaccion con Meloidogyne enterolobii. Mediante la combinacion de estudios
morfolégicos (microscopia electronica de barrido y microscopia de luz), andlisis filogenéticos y
pruebas de patogenicidad, se comprobd la identidad de tres poblaciones de R. reniformis de las
cuales, una resultd tener mayor agresividad en plantas de tomate que el resto de las poblaciones.
Posteriormente se determind la interaccion de R. reniformis, con M. enterolobii a dosis de indculo
de 2000 juveniles-planta en plantas de tomate y pepino, colocando tratamientos con ambos
nematodos en mezclay separados. En plantas de pepino, M. enterolobii disminuyo su reproduccion
en presencia de R. reniformis, ademas redujo su indice de agallamiento; mientras que, R. reniformis
disminuy0 su reproduccion en presencia de M. enterolobii, pero no redujo la severidad de necrosis.
En plantas de tomate, ambos nematodos disminuyeron su factor de reproduccion y la severidad de
los sintomas en los tratamientos donde se inocularon en conjunto. Posteriormente, se determind la
reproduccion y severidad de R. reniformis en tres cultivares de tomate (Imperial, Sweetelle y
Byelsa) a dosis de in6culo de 0, 2000 y 5000 juveniles-planta. El cv. Sweetelle presenté menor
factor de reproduccion por lo cual se considerd el menos susceptible al nematodo. Finalmente se
evaluaron nematicidas comerciales quimicos, bioldgicos y botanicos en plantas de tomate
inoculadas con 2000 juveniles-planta. En general, las plantas tratadas con los nematicidas quimicos
presentaron menor porcentaje de necrosis en raices y menor factor de reproduccién del nematodo.
Los productos quimicos, biol6gicos y botanicos con mayor control de R. reniformis fueron

fluazaindolizine, Purpureocillium lilacinum y extracto de quillaja, respectivamente.

Palabras clave: Rotylenchulus reniformis, Meloidogyne enterolobii, factor de reproduccion,

susceptibilidad, interaccion, biocontrol, extractos botanicos, nematicidas.



ABSTRACT

In Sinaloa, the production of tomato (Solanum lycopersicum L.) is commonly affected by
the nematode Rotylenchulus reniformis. Based on its economic impact and scientific importance,
this species is considered one of the top 10 plant-parasitic nematodes species is considered one of
the top 10 plant-parasitic nematodes based on its economic impact and scientific importance.
Therefore, the main objective of this study was to determine the distribution, aggressiveness, and
control strategies of Rotylenchulus populations present in horticultural fields of Sinaloa, as well as
their interaction with Meloidogyne enterolobii. Through the combination of morphological studies
(scanning electron microscopy and light microscopy), phylogenetic analyses, and pathogenicity
tests, the identity of three R. reniformis populations was confirmed, one of which showed greater
aggressiveness on tomato plants than the others. Subsequently, the interaction between R.
reniformis and M. enterolobii was assessed using an inoculum dose of 2,000 juveniles-plant on
tomato and cucumber plants, with treatments involving both nematodes in mixture and separately.
In cucumber plants, M. enterolobii reduced its reproduction and galling index in the presence of R.
reniformis, while R. reniformis also reduced its reproduction in the presence of M. enterolobii but
did not decrease necrosis severity. In tomato plants, both nematodes reduced their reproduction
factor and symptom severity in the treatments where they were co-inoculated. Subsequently, the
reproduction and severity of R. reniformis were determined in three tomato cultivars (Imperial,
Sweetelle, and Byelsa) with inoculum doses of 0, 2,000, and 5,000 juveniles/plant. The Sweetelle
cultivar showed the lowest reproduction factor, making it less susceptible to the nematode. Finally,
commercial chemical, biological, and botanical nematicides were evaluated on tomato plants
inoculated with 2,000 juveniles-plant. In general, plants treated with chemical nematicides showed
a lower percentage of root necrosis and a lower nematode reproduction factor. The chemical,
biological, and botanical products that provided the best control of R. reniformis were

fluazaindolizine, Purpureocillium lilacinum, and quillaja extract, respectively.

Keywords: Rotylenchulus reniformis, Meloidogyne enterolobii, reproduction factor,

susceptibility, interaction, biocontrol, botanical extracts, nematicides.



1. SINOPSIS

1.1. Justificacion

En Sinaloa, la informacion sobre el nematodo reniforme R. reniformis es escasa, aunado a que la
presencia de R. reniformis en cultivos horticolas es de suma importancia, ya que ocasiona dafios
significativos en las plantas y genera pérdidas econdmicas en la produccion. La principal
justificacion de esta investigacion es de caracter cientifica ya que generé conocimiento sobre la
distribucion, identificacion, agresividad y estrategias de manejo del nematodo R. reniformis,
ademas, de su interaccion con Meloidogyne enterolobii. Esta informacion servira en un futuro para
establecer estrategias de manejo que ayuden a reducir pérdidas econdmicas ocasionadas por el

nematodo reniforme bajo condiciones de campo.

1.2. Antecedentes

1.2.1. Importancia del Cultivo de Tomate

El tomate cultivado (Solanum lycopersicum L.) pertenece a la familia de las solanaceas que incluye
a mas de 3000 especies, muchas con importancia econémica como la papa (Solanum tuberosum),
berenjena (Solanum melongena), tabaco (Nicotiana tabacum) y pimiento (Capsicum annuum),
entre otras (Spooner et al., 2005). El tomate es un cultivo muy importante a nivel mundial, debido
a su demanda y alto valor nutricional, su produccion ha ido en aumento en los ultimos afios. Este
cultivo es una de las principales hortalizas en el mundo tanto por la superficie que se cultiva como
por la produccion obtenida; ya que ocupa el segundo lugar después de la papa (Hernandez-Herrera
et al., 2014). La notable produccién de tomate que generan los horticultores mexicanos ha

permitido a Mexico mantenerse dentro de los principales exportadores mundiales. La oferta ha



promediado en los ultimos cinco afios un millén 710 mil t anuales. En particular, la zona noreste
de México es la de mayor importancia, destacando al estado de Sinaloa como principal productor
de tomate (SIAP, 2024). De acuerdo con el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera
(SIAP), en 2023 se sembraron en México 11,843 hectareas y se tuvo una produccion de 712,013
toneladas de tomate, lo que representd un rendimiento de 60.11 t, con lo cual Sinaloa logré
colocarse en tercer lugar nacional en cuanto a valor de la produccion con 80 mil 187 millones de

PEsos.

1.2.2. Plagas y Enfermedades del Tomate

El cultivo de tomate como cualquier otro cultivo agricola, esté sujeto a la afectacién por varios
patdgenos causantes de enfermedades que limitan su crecimiento y rendimiento. Dentro de los
principales fitopatdgenos destacan Phytophthora infestans, Fusarium spp., Rhizoctonia solani,
Xanthomonas spp., Clavibacter michiganensis, Leveillula taurica (Panno et al., 2021) y el
agallamiento de raiz por los nematodos del género Meloidogyne, principalmente por las especies
M. hapla, M. javanica, M. arenaria, M. incognita y M. enterolobii (Faske et al., 2022). Asi como
también, los nematodos lesionadores de raiz, principalmente la especie Rotylenchulus reniformis
(Faske et al., 2022; Bhuyan y Devi, 2024).

La mayoria de los cultivos vegetales incluido el tomate, son afectados por nematodos fitoparasitos,
en EE. UU., se han reportado pérdidas de rendimiento por nematodos fitoparasitos de méas de 7 %
en cultivos de solanaceas (Gorny et al., 2024). El cultivo de tomate es afectado de manera
significativa por nematodos lesionadores, siendo el nematodo reniforme Rotylenchulus reniformis
la especie mas predominante en este hospedante (Ye, 2018). Por otra parte, este nematodo afecta a
diversos cultivos agricolas en todo el mundo (Sikora et al., 2021), y se ha reportado ocasionando
pérdidas sustanciales en cultivos de algodon (Gossypium hirsutum L.) y soja (Glycine max L.) en
el sur de EE. UU. (Faske y Sisson 2024).
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1.2.3. Nematodo Reniforme o Arrifionado (Rotylenchulus reniformis)

El término “reniforme” proviene del nombre de la especie tipo, R. reniformis (Linford y Oliveira,
1940), y se refiere a la forma similar a un rifion del cuerpo de las hembras maduras sedentarias,
una forma que caracteriza a todos los miembros del género Rotylenchulus. EI nematodo reniforme,
es un parasito sedentario de la raiz que representa una amenaza significativa para la produccién
agricola en las regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo (Zhang, 2019; Shi et al., 2023)
y se considera como uno de los 10 principales nematodos fitoparasitos en funcién de su impacto
econdmico e importancia cientifica (Jones et al., 2013). Este nematodo puede infectar las raices de
mas de 300 especies de plantas, incluyendo algoddn, soja, pifia, olivo y tomate (Wubben et al.,
2010; Nguyen et al., 2020). En comparacion con la mayoria de los nematodos fitoparasitos, R.
reniformis estd ampliamente adaptado a diferentes tipos de suelo, incluidos suelos con alto
contenido de limo y arcilla, y puede colonizar profundamente el suelo y mantener un estado
anhidrobidtico (el nematodo pierde el agua de su cuerpo) para sobrevivir al invierno (Robinson,
2007).

Las especies de Rotylenchulus se consideran patdgenos potencialmente peligrosos, ya que existen
reportes de especies bien adaptadas a condiciones de sequia. Ademas, su ciclo de vida tiende a ser
mas corto en plantas hospedantes altamente susceptibles (Palomares et al., 2020; Silva et al., 2021).
Todas estas caracteristicas dificultan la eliminacion de este nematodo de los suelos infestados
(Nguyen et al., 2020). La identificacion de las especies de nematodos reniformes, su distribucion
y su rango de hospedantes es de fundamental importancia para un manejo integrado efectivo
(Sikora et al., 2021; Shi et al., 2023).

1.2.4. Taxonomia y Biologia

La clasificacién de los nematodos reniformes ha sido objeto de discusion durante muchos afios.
Este género comprende 16 especies descritas (Palomares et al., 2018). La ubicacion taxondémica de
Rotylenchulus reniformis de acuerdo con Starr et al. (2002) es la siguiente:
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Phylum Nematoda
Clase Secernentea
Orden Tylenchida
Suborden Tylenchina
Superfamilia Tylenchidea
Familia Hoplolaimidae
Subfamilia  Rotylenchulinae
Geénero Rotylenchulus

Especie R. reniformis

El comienzo del ciclo de vida de R. reniformis como el de otros nematodos paréasitos de plantas
inicia con la muda del estado de J1 a J2 que ocurre dentro del huevo y la eclosion del J2 (Starr et
al., 2013). Sin embargo, a diferencia de la mayoria de los otros nematodos fitoparasitos, el estado
J2 de R. reniformis no es la etapa infectiva; en cambio, el J2 entra en una serie de tres mudas
superpuestas sin alimentarse (Jones et al., 2013). La muda final produce un macho adulto o una
hembra vermiforme inmadura, es decir, una hembra en forma de gusano (no arrifionada) (Agudelo
et al., 2005). Los nematodos machos adultos de R. reniformes no se alimentan. Las hembras
vermiformes infecciosas penetran en la epidermis de la raiz del hospedante y establecen un sitio de
alimentacion llamado sincitio, en el periciclo de la raiz (Starr et al., 2013). El sincitio multinucleado
proporciona los nutrientes necesarios para que la hembra madure y produzca huevos tras la
fertilizacion por parte del macho. En el caso de Rotylenchulus, se ha reportado que existen
poblaciones con ausencia de machos y por lo tanto solo se lleva a cabo la reproduccién por
partenogénesis. EIl sincitio de alimentacién comienza como una célula sincitial inicial (ISC),
generalmente de origen endodérmico, que se expande rapidamente para abarcar 100-200 células a
través de la disolucion extensa de la pared celular y la fusién citoplasmatica. El sincitio muestra un
aumento de la actividad metabolica, nucleos hipertrofiados y citoplasma granular (Agudelo et al.,
2005).
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1.2.5. Distribucion y Rango de Hospedantes

Rotylenchulus reniformis es un nematodo que esta ampliamente distribuido en zonas tropicales,
subtropicales y templadas calidas de América del Sur, América del Norte, la Cuenca del Caribe,
Africa, el sur de Europa, el Medio Oriente, Asia, Australia y el Pacifico. Esta distribucion le permite
tener un amplio rango de hospedantes y una adaptabilidad extremadamente evolucionada (Van den
Berg y Quénéhervé, 2012).

Las poblaciones de nematodos reniformes estan determinadas por el tipo de plantas susceptibles a
las que ataca, asi como por las temperaturas y condiciones del suelo que favorecen su actividad
(Koon, 2007). Al respecto, se ha reportado que la textura del suelo, la aireacion, el nivel de
humedad y las caracteristicas quimicas del suelo (pH y conductividad eléctrica) influyen en gran
medida en el ciclo bioldgico de los nematodos, siendo la textura del suelo el factor mas importante
para su desarrollo y reproduccion (Guzman et al., 2008; Silva y Franzener, 2015). Estudios previos
han indicado que las mayores poblaciones de R. reniformis se encuentran en suelos de textura
arenosa, con un pH ligeramente alcalino, ricos en materia organica y con un alto contenido de
humedad (Guevara et al., 2016; Castilla et al., 2017).

1.2.6. Sintomatologia y Umbral de dafio econémico

Los efectos observables de los nematodos reniformes en las plantas son generalmente sutiles. La
infeccion por R. reniformis con poblaciones muy elevadas provoca retraso en el crecimiento en las
plantas, asi como clorosis en las hojas, mientras que, en las raices se muestra raquitismo y necrosis
(Nguyen et al., 2020). Ademas, las plantas infectadas por R. reniformis a menudo presentan
complejos de enfermedades que involucran otros patdgenos con origen en el suelo, como
Neocosmospora solani, Verticillium spp. y Rhizoctonia solani, lo que lleva a pérdidas alin mayores
(Castilla et al., 2017).

Rotylenchulus reniformis ocasiona pérdidas que van de 10 a 60% en cultivos de algodon en la
region de Louisiana, Mississipi y Alabama (Starr et al., 2013). Porcentajes similares, aunque un
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poco mas reducidos, se presentan en legumbres y vegetales en la India donde se han empleado para
su control productos quimicos, sin éxito. En Brasil, se presenta en cultivos de algodon, soja,
platano, tomate y maracuya, ocasionando pérdidas que oscilan alrededor de 60% y con niveles

poblacionales de 11,360 a 25,320 nematodos en muestras de 1 kg de suelo (Machado et al., 2010).

1.2.7. Identificacion de R. reniformis

El género Rotylenchulus comprende 16 especies descritas, algunas de ellas con una distribucion
global y otras con un rango mas limitado (Van den Berg et al., 2016; Palomares et al., 2018). La
identificacion del género se basa principalmente en caracteres morfologicos de las hembras
vermiformes pre-parasiticas. La identificacion a nivel de especie es posible basadndose en la
presencia 0 ausencia de machos y en caracteres morfolégicos de las hembras inmaduras,
incluyendo la longitud del estilete, la posicion de la vulva, la forma de la region cefalica y la forma
del extremo de la cola (Palomares et al., 2018).

Las hembras de Rotylenchulus poseen un cuerpo vermiforme delgado y espiral en forma de C; con
una longitud alrededor de 0.40 mm. El estilete da vuelta y se inclina posteriormente, ademas, el
bulbo medio del es6fago posee distintas valvulas y las glandulas basales del es6fago estan
posicionadas de forma lateral y ventral al intestino. La vulva no es prominente y ocurre en el 70%
de la longitud de su cuerpo. Los ovarios de la hembra inmadura estan opuestos por una doble
flexion y la cola es estrecha y se posiciona con una curva (Sipes, 2000).

El cuerpo de las hembras maduras adquiere la forma de un rifion, con un cuello irregular que mide
0.38-0.52 mm de longitud. Al sufrir este cambio de forma, la vulva se diferencia por la aparicién
de labios y el cuerpo que se encuentra alejado del ano tiene forma hemisférica con una parte delgada
con una longitud de 5-9 um. En esta etapa el estilete esta bien desarrollado y la cuticula es mas
gruesa. Los ovarios son mas largos y los huevos son depositados en una matriz gelatinosa (Sipes,
2000).

Los machos son vermiformes, con la parte anterior reducida y la presencia de un estilete reducido.
El es6fago de los machos es degenerado con el bulbo y la valvula de tamafio mediano, ademas que

los machos de este género no se alimentan; siendo las hembras las Unicas que se alimentan. La
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espicula es larga y delgada con forma curva y ubicada en la parte ventral. Los machos y juveniles
permanecen en el suelo (Starr et al., 2002).

La alta variabilidad intraespecifica de las caracteristicas diagnésticas hace que la identificacion de
este grupo en funcion de la morfologia sea una tarea dificil. Recientemente, se han empleado con
éxito enfoques basados en ADN para el diagnostico molecular y la exploracion de la diversidad de
especies de Rotylenchulus (Leach et al., 2012; Nyaku et al., 2013a; Deng et al., 2015; Van den
Berg et al., 2016). Los estudios filogenéticos han informado que este género de nematodos exhibe
altos niveles de variacion intraespecifica e intraindividual en secuencias de ARNr 18S (Nyaku et
al., 2013b; Van Den Berg et al., 2016; Palomares et al., 2018; Qing et al., 2019). La mayoria de
los tipos de la region D2 del ARNr 28S (tipos Ay B) en R. reniformis se han caracterizado como
funcionales a través del modelado de la estructura secundaria y el mapeo de mutaciones. Van Den
Berg et al. (2016) reportaron tres marcadores moleculares (dominios de expansion D2-D3 del gen
ARNr 28S, region ITS y ADNmt coxl) para la caracterizacion filogenética de especies de
Rotylenchulus. De manera similar, Shi et al. (2023) también utilizaron las secuencias del gen ARNr

28S y laregion ITS, reportando la presencia de dos tipos (A y B) de la especie R. reniformis.

1.2.8. Competencia de R. reniformis con Otros Nematodos Fitoparasitos

Los estudios de interacciones entre nematodos fitoparasitos han demostrado que dichas relaciones
pueden ser antagdnicas para cualquiera de los nematodos cuando se alimentan de la misma planta
(Diez et al., 2003; Ferreira et al., 2015).

Rotylenchulus reniformis y Meloidogyne enterolobii son especies de nematodos muy importantes
y ambas especies se encuentran dentro de los 10 nematodos fitoparasitos de mayor impacto
econdémico e importancia cientifica a nivel mundial (Jones et al., 2013). Tanto Rotylenchulus spp.
como Meloidogyne spp. forman sitios de alimentacion en las raices de las plantas. Meloidogyne
enterolobii es un nematodo endoparasito sedentario y su parasitismo implica la induccién de
células gigantes en el parénquima (Starr et al., 2002; Perry y Moens, 2013). Entretanto, R.
reniformis es un nematodo semiendoparasito e induce la formacion de sincitios, principalmente en

las celulas del periciclo (Starr et al., 2002). Aunque los sitios de infeccion por nematodos ecto y
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endoparasitos son diferentes, pueden ocurrir interacciones entre las especies y estas pueden ser
antagonicas o0 supresoras para una de las especies involucradas (Robinson et al., 2007; Gomes et
al., 2014).

Los estudios de interacciones entre nematodos fitoparasitos han demostrado que dichas relaciones
pueden ser antagdnicas para cualquiera de los nematodos cuando se alimentan de la misma planta
(Diez et al., 2003; Ferreira et al., 2015). Ademas, los efectos de las interacciones entre especies de
nematodos estan relacionados con la naturaleza del parasitismo y competencia, dado que, la
relacién competitiva aumenta a medida que la relacién hospedante-parasito se vuelve méas compleja
(Kesba et al., 2005; Robinson et al., 2007).

Se ha demostrado que existe interaccion por competencia de espacio y nutrientes en el caso de
nematodos lesionadores de los géneros Helicotylenchus, Pratylenchus y Rotylenchulus, (Gomes et
al., 2014; Ferreira et al., 2015). Por otra parte, existen diversos estudios que determinaron la
interaccion de R. reniformis con Meloidogyne spp., incluyendo a M. javanica y M. incognita en
distintas plantas hospedantes como pifia (Ananas comosus L), algodén (Gossypium hirsutum L),
tomate y ricino (Ricinus communis L). En dichos estudios, se registro que R. reniformis presento
una ventaja competitiva sobre especies de Meloidogyne en inoculaciones conjuntas, ya que se
observé una reduccion en el agallamiento de raices (Diez et al., 2003; Faske y Hurd, 2015; Ferreira
et al., 2015). También se ha evaluado la interaccién de M. enterolobii con nematodos lesionadores
como Helicotylenchus dihysteroides en plantulas de guayaba (Psidium guajava L), no obstante,
solo se observaron sintomas ocasionados por M. enterolobii tanto en los tratamientos donde se
inocularon separados como en conjunto (Gomes et al., 2014).

Las interacciones entre M. enterolobii y R. reniformis en plantas de tomate y pepino no se han
estudiado, pero se menciona que R. reniformis puede tener una ventaja competitiva sobre el
nematodo agallador debido a su alto grado de parasitismo (Diez et al., 2003; Robinson, 2007, Aryal
etal., 2011).

1.2.9. Manejo Integrado de R. reniformis

En comparacién con la mayoria de los nematodos fitoparasitos, R. reniformis estd ampliamente
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adaptado a diferentes tipos de suelos, incluidos suelos con alto contenido de limo y arcilla, y puede
colonizar profundamente el suelo y mantenerse en un estado anhidrobi6tico, es decir que pierde su
humedad para sobrevivir el invierno (Robinson, 2007). Todas estas caracteristicas dificultan la
eliminacién de este nematodo de los suelos infestados, ademas que, las estrategias de manejo para
este nematodo dependen de los nematicidas quimicos, ya sea que se utilicen como parte de un
programa de manejo integrado o como una estrategia de control individual. Los nematicidas
fumigantes son altamente efectivos, pero requieren equipos de aplicacion especializados y tienen
costos de produccion mas altos que los nematicidas no fumigantes. Los nematicidas no fumigantes
son los nematicidas mas comunmente utilizados en la produccion agricola y los mas efectivos,
como el aldicarb y el oxamil, no obstante, son altamente toxicos para el medio ambiente y la salud
humana (Faske y Hurd, 2015; Chen et al., 2020).

Recientemente se han evaluado nematicidas no fumigantes, incluyendo al fluensulfone, fluopyram
y fluazaindolizine para el control de R. reniformis en diferentes cultivos como tomate, pepino y
algodon (Sikora et al., 2021; Shi et al., 2023; Soto-Ramos et al., 2023). Ademas, para promover la
produccidn de alimentos saludables y de alta calidad utilizando métodos efectivos, de bajo impacto
al ambiente y costo se han propuesto estrategias de manejo integrado de plagas que combinan
maultiples tacticas para el control de R. reniformis, como son, el uso de productos bioldgicos y
productos a base de extractos botanicos, la rotacién de cultivos y el desarrollo de cultivares
resistentes (Shi et al., 2023).

La utilizacién de cultivares resistentes para el manejo de R. reniformis es una opcion que se ha
estudiado desde hace varios afios, por lo que la identificacion de marcadores de resistencia a
nematodos es esencial para el desarrollo de cultivares comerciales (Soto-Ramos et al., 2023). Por
ejemplo, estudios demostraron que, en el cultivo de algodén, la combinacién de nematicidas y
cultivares resistentes puede potencialmente extender las temporadas en las que se podria producir
un cultivar resistente sin necesidad de una rotacion de cultivos para manejar nematodos
fitoparasitos (Sikora et al., 2021).

1.3. Hipotesis

H1. Al menos dos especies de Rotylenchulus ocasionan dafios en cultivos horticolas de Sinaloa
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siendo R. reniformis la especie mas frecuente. Ademas, las poblaciones de Rotylenchulus son
diferentes con respecto a su factor de reproduccion en plantas de tomate bajo condiciones de
invernadero.

H2. Las poblaciones de Rotylenchulus son diferentes con respecto a su factor de reproduccién y
severidad de sintomas en plantas de tomate, pepino y berenjena bajo condiciones de invernadero.

H3. En presencia de Rotylenchulus reniformis se disminuye el factor de reproduccion de
Meloidogyne enterolobii en plantas de tomate y pepino, y viceversa.

H4. La susceptibilidad de los cultivares comerciales de tomate es diferente con base en el factor de
reproduccion del nematodo y la severidad de los sintomas ocasionados.

H5. Al menos uno de los productos quimicos, bioldgicos y botanicos reducird con mas de 50% el
factor de reproduccion de R. reniformis y la severidad de los sintomas ocasionados en plantas de
tomate.

1.4. Objetivo General

Identificar mediante analisis morfo-molecular, determinar la agresividad y evaluar estrategias de
control de las poblaciones de Rotylenchulus presentes en campos con tomate en Sinaloa, ademas

de estudiar su interaccion con Meloidogyne enterolobii.

1.5. Objetivos Especificos

1. Identificar la especie de Rotylenchulus presente en zonas horticolas de Sinaloa mediante
analisis morfoldgicos y filogenéticos, y determinar el factor de reproduccion de las
poblaciones de Rotylenchulus en plantas de tomate bajo condiciones de invernadero.

2. Determinar el factor de reproduccion y severidad de dafios de poblaciones de Rotylenchulus
en plantas de tomate, pepino y berenjena bajo condiciones de invernadero.

3. Evaluar la interaccién entre Rotylenchulus reniformis y Meloidogyne enterolobii en plantas de

18



tomate y pepino bajo condiciones de invernadero.

4. Determinar la severidad de la enfermedad y la reproduccion de R. reniformis en cultivares
comerciales de tomate bajo condiciones de invernadero.

5. Determinar la efectividad de productos quimicos, bioldgicos y botanicos para el manejo de

Rotylenchulus reniformis en plantas de tomate.

1.6. Seccion Integradora del Trabajo

En esta tesis se incluyen cuatro articulos de investigacion, de los cuales: el primero se encuentra
enviado, el segundo se encuentra publicado, el tercero se encuentra enviado y el cuarto estan en
preparacion para enviarse a la revista.

El primer articulo “Morphology, phylogeny, and reproduction of Rotylenchulus reniformis
populations from tomato fields in Sinaloa, Mexico” se encuentra enviado a la revista
Phytoparasitica, pertenece al objetivo 1. En dicho articulo se caracterizaron morfologica y
molecularmente a tres poblaciones de R. reniformis presentes en areas productoras de hortalizas en
Sinaloa, México; ademas, se determind su patogenicidad y agresividad en plantas de tomate bajo
condiciones de invernadero. Los resultados de dicho articulo permitieron seleccionar una poblacién
de R. reniformis para los posteriores estudios, ya que se confirmé la identidad del nematodo
reniforme y se observé mayor agresividad en una de las poblaciones evaluadas.

El segundo articulo “Occurrence of the reniform nematode Rotylenchulus reniformis parasitizing
cucumber and eggplant in Mexico” se encuentra publicado en la revista Plant Health Progress,
abordd en objetivo 2. En este estudio se reporta por primera vez la presencia del nematodo
reniforme R. reniformis afectando cultivo de pepino y berenjena en el estado de Sinaloa, México y
se demostré a traveés de pruebas de patogenicidad que el cultivo de pepino es mayormente
susceptible al nematodo reniforme que el cultivo de berenjena.

El tercer articulo “Competitive interaction between R. reniformis and M. enterolobii in tomato and
cucumber plants” se encuentra enviado a la Revista Mexicana de Fitopatologia y abordo el objetivo
3. Eneste articulo se evaluo la interaccion de R. reniformis y M. enterolobii y se registro FR (factor
de reproduccion) de cada nematodo y la severidad de la enfermedad de cada especie (necrosis para
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R. reniformis e indice de agallamiento para M. enterolobii). Los resultados mostraron que
inoculaciones por separado con M. enterolobii y R. reniformis, muestran mayor FR y severidad de
la enfermedad, por otra parte, se observa que cuando se inoculan plantas de tomate y pepino con
las dos especies en estudio, por separado, la especie que se inocula primero muestra mayor FR y
severidad de la enfermedad respecto a la segunda.

Por ultimo, el cuarto articulo “Response of commercial cultivars and efficacy of nematicides for
the management of Rotylenchulus reniformis in tomato under greenhouse conditions” aborda los
objetivos 4 y 5 de la tesis y se encuentra en preparacion para ser enviado a la revista Plant Health
Progress. Lo cual consistié en la evaluacion de tres cultivares comerciales de tomate (Imperial,
Sweetelle y Byelsa) con una dosis de indculo de 2000 juveniles/planta, se demostrd que el cultivar
Sweetelle es menos preferido por R. reniformis ya que presenté menor FR. Ademas se evaluaron
12 productos nematicidas (quimicos, biologicos y botanicos) para el control de R. reniformis, y se
demostrd que todos los productos estudiados presentaron eficacia para el control del nematodo
reniforme, sin embargo en el caso de los quimicos, el producto que presenté menor FR y menor
severidad de la enfermedad fue fluazaindolizine, mientras que en los productos basados en
biocontrol, Purpureocillium lilacinum y extractos botanicos, el extracto botanica a base de quillaja,

fue el que redujo mayormente el FR y la severidad de la enfermedad.
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Abstract

Tomato production (Solanum lycopersicum L.) is widely affected by nematodes of the genus
Rotylenchulus in Sinaloa, Mexico; however, there is a lack of information on their identity and
reproduction. This study aimed to identify Rotylenchulus species associated with tomatoes in
Sinaloa, Mexico, as well as to determine the reproduction factor of different populations. Soil
samples were collected from nine tomato fields from different locations in Sinaloa, Mexico, and
nematodes were extracted. Morphological characteristics of Rotylenchulus populations were
observed by light microscopy and scanning electron microscopy. For phylogenetic analyses, DNA
was extracted from females. The D2-D3 expansion region of the 28S rRNA gene and a partial
region of the mitochondrial cytochrome oxidase subunit I (coxl) were amplified by PCR, and
sequenced. Populations with the highest number of juveniles were selected by each location. They
were inoculated in tomato plants to evaluate reproduction factor (RF) at 75 days after inoculation
with different inoculum concentrations (500, 1000, and 2000 juveniles per plant). In total, six
populations of Rotylenchulus belonging to the municipalities of Guasave (3), Navolato (2), and
Culiacan (1) were obtained. The three populations with the most nematodes were selected for
morphological and molecular identification. The morphological characteristics of the three
analyzed populations were similar to the previous descriptions reported for Rotylenchulus
reniformis. The phylogenetic analyses confirmed the results of the morphological characterization.
On the other hand, the three populations were selected to evaluate the reproduction factor showed
a statistically significant difference. The population of Culiacan showed the highest RF with values
of 53, 59, and 66 for each inoculum concentration (500, 1000, and 2000), respectively; meanwhile,
the population of Guasave showed the lower RF with values of 12, 18, and 19, respectively.

Keywords Solanum lycopersicum - reproduction factor - electron microscopy - reniform nematode
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Introduction

Mexico ranks ninth in tomato (Solanum lycopersicum) production worldwide, with the state of
Sinaloa being the primary producer and exporter (SIAP, 2023). However, this crop and other
vegetables produced in Sinaloa are severely affected by various plant parasitic nematodes such as
Meloidogyne enterolobii (Martinez-Gallardo et al., 2019; Salazar-Mesta et al., 2023a, 2023b) and
Rotylenchulus reniformis (Valdez-Morales et al., 2024).

Rotylenchulus reniformis is a widely distributed throughout tropical and subtropical countries
parasitizing many cultivated plants and is considered one of the most injurious nematode pests in
agricultural soils. After Meloidogyne species, this is the most important nematode affecting
vegetables (Van den Berg & Quénéhervé, 2012).

Reniform nematode populations are determined by the type of susceptible plants it attacks, as
well as by temperatures and soil conditions that favor its activity (Koon, 2007). In this regard, it
has been reported that soil texture, aeration, moisture level, and soil chemical characteristics (pH
and electrical conductivity) greatly influence the biological cycle of nematodes, with soil texture
being the most important factor for their development and reproduction (Guzman et al., 2008; Silva
& Franzener, 2015). Previous studies have indicated that the highest populations of R. reniformis
are found in sandy-textured soils with a slightly alkaline pH, rich in organic matter, and with high
moisture content (Guevara et al., 2016; Castilla et al., 2017).

The genus Rotylenchulus comprises 16 described species, with some having a global
distribution and others being more limited in their range (Van den Berg et al., 2016; Palomares et
al., 2018). Furthermore, Rotylenchulus species are considered potentially dangerous pathogens, as
there are reports of species well-adapted to drought conditions. Additionally, their life cycle tends
to be shorter on highly susceptible host plants (Palomares et al., 2020; Silva et al., 2021).

Recently, DNA-based approaches have been successfully employed for molecular diagnosis
and exploring the species diversity of Rotylenchulus (Agudelo et al., 2005; Leach et al., 2012;
Nyaku et al., 2013a; Deng et al., 2015; Van den Berg et al., 2016). Phylogenetic studies have
reported that this genus of nematodes exhibits high levels of intraspecific and intra-individual
variation in 18S rRNA sequences (Nyaku et al., 2013b; VVan Den Berg et al., 2016; Palomares et
al., 2018; Qing et al., 2019). Most types of the 28S rRNA region D2 (types A and B) in R.

reniformis have been characterized as functional through secondary structure modeling and
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mutation mapping. Van Den Berg et al. (2016) reported three molecular markers (D2-D3 expansion
domains of the 28S rRNA gene, ITS region, and mtDNA coxl) for the phylogenetic characterization
of Rotylenchulus species. Similarly, Shi et al. (2023) also utilized the sequences of the 28S rRNA

gene and the ITS region, reporting the presence of two types (A and B) of the R. reniformis species.

In plant parasitic nematodes, aggressiveness refers to the nematode's capacity to parasitize and
reproduce on a host plant, determined by the reproduction factor (Bos & Parlevliet, 1995; Bellafiore
et al., 2015; Mantelin et al., 2017; Cabasan et al., 2018). According to Oostenbrink's classification
(1996), susceptible cultivars exhibit an RF (reproduction factor) >1. Specifically for tomatoes, R.
reniformis has been documented as a highly susceptible host, with reported RF values reaching up
to 16.9 (Zhang et al., 2019).

In Sinaloa, Mexico, Rotylenchulus has been found affecting vegetable crops. However,
populations have not been characterized, and there is limited global research on its pathogenicity
and reproduction. Therefore, it is essential to generate more information to gain a deeper
understanding of population diversity, as well as the mechanisms of parasitism and aggressiveness.
Hence, the objectives of this study were to identify Rotylenchulus species associated with tomato
fields in Sinaloa, Mexico, using the combination of morphology and DNA sequence analysis, as

well as determine the pathogenicity and reproduction of the different populations.
MATERIALS AND METHODS
Sample collection

During several surveys carried out from September 2021 to February 2022, soil samples were
collected from nine tomato fields located in the state of Sinaloa, Mexico (Table 1). From each
sampled site, 500 g of soil were collected at a depth of 20 to 25 cm. Nematodes (juveniles and
males) were extracted from 200 g of fresh soil using the Baermann funnel and Cobb's sieving
methods (Christie & Perry, 1951). For preparation of females, pieces of 0.5 g of roots per plant
were rinsed with tap water and stained using the acid fuchsin method described by Bybd et al.
(1983). Additionally, at each sampling site, soil pH was analyzed using the AS-02 method, and soil
texture type was determined using the Bouyoucos procedure through the AS-09 method, following
the methodology specified in the Official Standard (NOM-021-RECNAT-2000).
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Characterization by Light Microscopy (LM)

For the characterization of mature females, tomato seedlings were inoculated with each of the
obtained populations. At 60 days post-inoculation (dpi), roots were extracted to obtain qualitative
and quantitative data on mature females and egg masses (Zhang et al., 2019). The description of
vermiform stages (juveniles and males) was conducted through observations of nematodes
extracted from the soil. Specimens were examined under LM, and morphological characteristics
were recorded using an Axio Imager M2 microscope (Zeiss, Germany) equipped with an Axiocam

305 camera (Zeiss, Germany).

The morphological characters recorded under LM included the length of the stylet and its lumen,
the position of the wvulva in immature females, the shape of the labial
region, and the tail shape. For males, the position of the spicule was recorded. In mature females,
the presence/absence of a mucron at the posterior end of their body was recorded. For each obtained
population, 10 egg masses were ruptured to count and measure individual eggs (Zhang et al., 2019;
Nakae & Yoshiga, 2021).

Characterization by scanning electron microscopy (SEM)

For SEM characterization, roots with females were washed with distilled water for 2 min, immersed
in Karnovsky fixative for 12 h, rinsed three times with phosphate buffer, gradually dehydrated (in
increments of 10%) through two changes of 100% ethanol, and then placed in a K850 critical point
dryer (Quorum, UK). The dried samples were mounted on aluminum stubs with double-sided
carbon tape and sputter coated with gold using a Q150RS metal coater (Quorum, UK). The
prepared samples were observed, and images were captured using a Quanta FEG 250 Field
Emission Scanning Electron Microscope at 10 kV.

DNA extraction, PCR amplification, and sequencing

DNA extraction was carried out from five mature females using the cetyltrimethyl ammonium
bromide (CTAB) method (Doyle & Doyle, 1991).

The amplification of the partial region of the 28S rRNA, including the expansion domains D2
and D3, and the cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (coxI) gene was carried out using the primer pairs
D2A/D3B (De Ley et al.,, 1999) and JB3/JB5 (Bowles et al., 1992; Derycke et al., 2005),

respectively. The reactions were performed in a 15 pL volume, including 7.5 pL of GoTagq® Green
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Master Mix (Promega, USA), 1 uL of each primer, 4.5 pL of sterile water, and 1 pL of DNA (at a
concentration of 10 ng). The amplification was conducted in a T100 thermocycler (BioRad, USA)
following the PCR cycling conditions for ITS: 95°C for 3 min, 35 cycles of 95°C for 30 s, 55°C
for 30 s, and 72°C for 1 min, with a final extension step at 72°C for 5 min. For coxl, annealing

temperature was 60°C. A 1% agarose gel was run to visualize the expected amplicons.

The purification of the PCR’s product was performed using the Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System kit, following the manufacturer's instructions. PCR products were sequenced in
both directions by the National Laboratory of Agricultural, Medical, and Environmental
Biotechnology at IPICYT (San Luis Potosi, Mexico).

Phylogenetic analyses

The analysis of the chromatograms generated, quality of the amplified nucleotide sequences, and
the assembly of contigs were performed using the Staden Package v.2.0 software (Staden et al.,
1998). The ClustalX v.1.83 program (Thompson et al., 1997) was used for the alignment of the
sequences. Rotylenchulus sequences (Palomares et al., 2018) were retrieved from the National
Center for Biotechnology Information (NCBI) and included in the analyses. Phylogenetic
relationships between individual gene sequences were carried out with maximum likelihood
analysis (ML), using the GTR+G+l model of nucleotide evolution, and Maximum Parsimony
analysis (MP). These analyses were performed using the MEGA 7 program (Kumar et al., 2016)
with 1000 rapid bootstrap replicates run.

Reproduction of R. reniforimis in tomato plants

Tomato plants cv. 3718 (35-day-old) were planted individually in 6 kg pots containing a sterile
substrate (50% soil, 25% sand, and 25% coconut fiber). Each pot received one plant, and four
treatments were established, including a control without inoculum, and inoculations with 500,
1000, and 2000 juveniles. A two-factor fixed-effects design (origin and concentration of inoculum)
with three replicates was used. The response variable was the reproduction factor (RF), calculated
using the formula: RF = Pf/Pi (Pf: Final population; Pi: Initial population) (Ferris et al., 1993). The

experiment was conducted twice.

For evaluations, three tomato roots and 200 g of rhizospheric soil were collected at 30, 45, 60,
and 75-days post-inoculation (dpi). Root samples were stained with 1% acid fuchsin, placed in

lacto-glycerol, and observed after 24 h to record the number of mature females and egg masses.
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From the rhizospheric soil, males, and juveniles of R. reniformis were extracted using the
Baermann funnel and Cobb's sieving methods. The final population of each treatment was

determined by the sum of the number of eggs, juveniles, males, and females.
Statistical Analysis

The RF values were subjected to a one-way analysis of variance (ANOVA), and data were
compared using the LSD test with a significance level at 5%. Statistical analyses were conducted
in SAS version 9.3.

RESULTS
Distribution of R. reniformis in tomato fields

From the nine samples collected in tomato fields, six populations of Rotylenchulus were obtained,
belonging to the municipalities of Culiacan (1), Navolato (2), and Guasave (3) in the state of
Sinaloa, Mexico (Figure 1). Population densities ranging from 82 to 386 nematodes/100 g of soil
and 28 to 65 nematodes/1 g of root. The highest population of R. reniformis, with 16,638
nematodes/100 g of soil, was observed at site Cull in the municipality of Culiacan (February 2022).
In contrast, the lowest population, with 68 nematodes/100 g of soil, was observed at site Gua2 in
the municipality of Guasave (October 2021). It is important to note that the sample from Guasave
was collected at the beginning of the production season, whereas the sample from Culiacan was
obtained during an advanced period of the tomato production season in a field with monoculture.
Furthermore, the presence of Rotylenchulus was not observed in samples from three of the analyzed
sites (Table 1).

Relationship between soil pH and texture with R. reniformis populations

The soils where R. reniformis populations were found exhibited various textures, including clay-
loam, loam-clay, loam, clay, and loam-silt, with the percentages of sand, silt, and clay as indicated
in Table 1. It is worth mentioning that populations of R. reniformis were found in all the soil types
mentioned above. The pH results showed little variability, with samples ranging between 6.2-7.4
and this indicated that the agricultural soils in Sinaloa are quite homogenous in terms of their
texture and pH. Consequently, no correlation was established between the distribution of R.
reniformis populations and soil pH or texture. For the rest of the analyzes, the population with the

greatest number of nematodes in each locality was selected.
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Characterization by Light Microscopy

In the morphological analysis using LM, the length of the eggs was similar across all populations;
however, the population in Cull showed a higher number of eggs per mass, with an average of 84
eggs/mass (Table 2). All populations in vermiform stages exhibited the typical feature of the
Rotylenchulus genus, which is a body position in the shape of "C," as observed in Figure 2A. The
juveniles were characterized by being vermiform with a hyaline tail, and less rounded compared to

immature females and males (Figures 2A-F).

Immature females were vermiform with a well-developed and curved lumen (Figure 2B). The
stylet was strong with knobs rounded anteriorly. Dorsal pharyngeal gland outlet about one stylet
length posterior to stylet base. The tail was elongate conoid with prominent hyaline portion on tail
tip (Figure 2C). Males were vermiform (Figures 2E—F) with a longest length compared to juvenile
stages and immature females (Table 2). Anterior part less development with weak stylet. Spicules
arcuate ventrally with gubernaculum linear. Bursa subterminal and reduced. Mature females were
observed with a variably swollen kidney-shaped body (Figure 2G) and with the anterior part
embedded in the tomato roots (Figures 3A-C). The length of the mature female, body length/body

width, varied across all populations (body width was measured at the level of the vulva) (Table 2).
Characterization by SEM

In SEM, both immature and mature females were observed with a ventrally curved body in the
shape of a "C," with the anterior part of their body embedded in the tomato root. The anterior part
of the females' body exhibited a well-developed cephalic region and fully delineated annular
striations (Figure 3A). The labial region was moderately sclerotized, extending forward to form a
slightly rounded tip with well-developed openings. Mature females had an enlarged tail with the
presence of a mucron at the tail's tip (Figure 3B). The entire body of the mature female appeared
kidney-shaped with variable annular striations extending from the cephalic region to the tail
(Figures 3C-D). The vulva was well-developed, extending forward and positioned at 75% of the
female's body length (Figures 3D-E). Immature females exhibited a slight narrowing at the
posterior part of the body and had 38 to 45 annular rings. In vermiform females, the lateral field
was observed with four incisures and three equally spaced longitudinal bands that terminated

approximately opposite the beginning of the tail region (Figure 3F).
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Phylogenetic analysis

The first sequence datasets for the 28S region and coxl gene were individually analyzed to infer
intra- and interspecific relationships within Rotylenchulus. Amplification of the D2-D3 expansion
domains of 28S rRNA and coxl genes yielded fragments of ~760 bp and 420 bp, respectively.
Phylogenetic analysis included 39 sequences for coxl and 42 sequences for 28S rRNA, with the
outgroup Hoplolaimus seinhorsti. Similar tree topologies were obtained using ML and MV
methods, and the best-scoring ML trees are shown in Figures 4 and 5. ML bootstrap values are
given at nodes of each phylogram. The phylogenetic tree inferred from the coxl gene alignment
and 28S region alignment resolved the three Rotylenchulus populations from the tomato fields in
Sinaloa into one well-supported clade representing the known species, Rotylenchulus reniformis
(Figures 4 and 5). The populations characterized in this study clustered with R. reniformis
populations from Spain and the USA, as characterized in previous studies (Van den Berg et al.,
2016; Palomares-Rius et al., 2020)

Reproduction of R. reniformis in tomato plants

Tomato roots inoculated with R. reniformis exhibited necrosis and limited development at 75 days
post-inoculation (dpi), whereas control plants (non-inoculated) displayed well-developed and
healthy roots. The final population increased with the rising inoculum quantity; however, the RF
was consistent across different inoculum concentrations for the three evaluated populations. An
increase in RF was observed as treatments were assessed, with the most substantial increase noted
at 75 dpi for all three populations. The Culiacan population (Cull) demonstrated the highest RF
across all three inoculum concentrations (500, 1000, and 2000), with values of 53, 59, and 66,
respectively. This was statistically different from the RF of the Guasave (Gua4) and Navolato
(Navl) populations. Although the Guasave population (Gua4) exhibited the lowest RF across all
three inoculum concentrations, it was statistically equivalent to the Navolato population (Navl)
(Table 3).

DISCUSSION

In the site where the highest population of R. reniformis (Cull) was detected, monoculture is
practiced, meaning only tomatoes are grown in all seasons. In contrast, in the rest of the sampled
sites, crop rotation with other plants such as cucumber and eggplant occur in each agricultural

season. The nematode R. reniformis has a wide range of hosts, among which cucumber and
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eggplant are some of its favorites (Starr et al., 1991; Robinson et al., 1997; Vhadera et al., 2001;
Valdez-Morales et al., 2024). It has been reported that R. reniformis populations are influenced by
host susceptibility, and in fields where crop rotation is practiced, nematode populations decrease
significantly (Davis et al., 2003; Stetina et al., 2007). Furthermore, other authors mention that
nematode populations depend primarily on crop management practices, such as pesticide
application, irrigation, nutrition, etc. (Koon, 2007; Moore & Lawrence, 2013).

The agricultural soils sampled in Sinaloa, Mexico were highly homogeneous in terms of pH and
texture. Therefore, it was not possible to establish a relationship between R. reniformis populations
and the soil characteristics of the sampling sites. Although different soil textures were observed
among the soil samples, the presence of R. reniformis was observed in all types of textures,
including sandy, clayey, and loamy soils. In this regard, it has been demonstrated that some
nematode genera, such as Pratylenchus and Meloidogyne, tend to increase their populations in
sandy loam soils. However, in the case of the genus Rotylenchulus, it has been mentioned that it
can thrive and distribute itself in any type of soil (Martinez-Gallardo et al., 2015).

In the analyzed soils, pH ranged from 6.2 to 7.4, and no relationship was observed between the
frequency of R. reniformis populations and this variable. Guzman et al. (2008) reported that pH
variation from 5 to 7.6 has no effect on plant-parasitic nematode populations. Similarly, Martinez-
Gallardo et al. (2015) indicated that pH levels ranging from 6.2 to 7.5 do not have a significant

effect on Rotylenchulus sp. nematode populations.

Morphological characterization using light microscopy (LM) and scanning electron
microscopy (SEM), revealed the features previously reported for the species R. reniformis
(Agudelo et al., 2005; Palomares et al., 2018; Riascos et al., 2019; Shi et al., 2023). Although
species within the genus Rotylenchulus exhibit intraspecific variability, which makes their
separation based solely on morphological characters challenging (Palomares et al., 2018; Qing et
al., 2020), specific morphological features assist in the differentiation of these species. According
to Robinson et al. (1997), Soares et al. (2003), Van Den Berg et al. (2016), Akyazi et al. (2022),
and Shi et al., (2023), R. reniformis is characterized by its widened tail, well-developed lip region,
and clearly defined annular striations, distinguishing it from other species such as R. parvus, R.
macrosomoides, R. sacchari, R. macrodoratus, R. leptus, R. clavicaudatus, and R. borealis (Van
Den Berg et al., 2016; Palomares et al., 2018).
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The species R. macrosoma is considered closely related to R. reniformis due to its significant
morphological similarity. However, R. reniformis is characterized by a ventrally arched body,
kidney-shaped and obese, with an irregular contour in the anterior region and a tail with a thin,

hyaline terminal portion (Palomares et al., 2018).

The differentiation of the species R. macrosomoides and R. clavicaudatus from the species R.
reniformis is evident, as the tail of R. macrosomoides is very narrow with a rounded tip and a
hyaline portion, whereas R. reniformis exhibits a widened and less rounded tail. In the case of the
species R. leptus, the distinction from R. reniformis primarily lies in the mature females, as R.
leptus has females with a narrow posterior (tail), while in R. reniformis, the tail is widened.
Although the vulva of R. reniformis is well-defined, it is not as prominent as in the species R.
parvus. In the case of R. sacchari, the main difference lies in the stylet, as this species is
characterized by having a stylet >26.5 um in length, while R. reniformis has a smaller stylet (16—
22 um) (Van Den Berg et al., 2016).

The phylogenetic analyses based on sequences of the nuclear ribosomal DNA (28S) and
mitochondrial DNA (coxl) genes revealed that the populations from Sinaloa, Mexico correspond
to the species R. reniformis. In the phylogenetic tree, it was observed that the species R. reniformis
grouped in the same clade with reference populations of R. reniformis type A. Recently, Shi et al.
(2023) characterized six populations of R. reniformis from melon (Cucumis melo) in China using
phylogenetic analyzes of ITS sequences and reported three type A populations and three type B
populations. Various authors have mentioned differences between the sequences of R. reniformis
type A and type B based on the D2-D3 region of the 28S rRNA gene, with the type A sequence
having a higher number of base pairs (bp), up to 40 bp, while in type B, up to 34 bp have been
observed (Agudelo et al., 2005; Leach et al., 2012; Nyaku et al., 2013a; VVan Den Berg et al., 2016;
Riascos et al., 2019). In this context, Van den Berg et al. (2016) reported a GC content of 54.7%
for type A and 58.8% for type B. Additionally, they indicated that R. reniformis type A has a close
relationship with R. macrosoma, while type B has a close relationship with R. macrosomoides.
Other authors mentioned that R. reniformis type A is associated with a wide variety of economically

important crops, including tomatoes (Soares et al., 2003; VVan den Berg et al., 2016).

Regarding the reproduction of R. reniformis, the Culiacan population (Cull) exhibited a

significantly higher reproduction factor compared to the populations in Guasave and Navolato.
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This could be attributed to the Culiacan population having a higher quantity of eggs/mass, almost
double that of the other populations (Table 2). In adittion, Nakasono (2004) reported that the
reproductive level of R. reniformis largely depends on the abundance or absence of males in the
population; populations with a high number of males reproduce through amphimixis, while
populations with few or no males reproduce through parthenogenesis (Khanal et al., 2018; Nakae
& Yoshiga, 2021). Also, it has been reported that populations with both types of reproduction
achieve a higher reproduction factor than populations with only one type (Robinson et al., 1997;
Zhang et al., 2019).

According to the classification reported by Oostenbrink (1996), an RF > 1 indicates that the
host is susceptible, an RF < 1 indicates host resistance, and when there is no reproduction (RF =
0), the host is considered immune. In this context, the tomato cv. 3718 used in this study showed
an RF > 1 in all three evaluated populations at 80 dpi. Therefore, it was considered highly

susceptible to the R. reniformis nematode.

There are limited studies on R. reniformis populations in vegetables. Zhang et al. (2019)
indicated that tomato is a susceptible host to the reniform nematode and reported an RF of up to
16.9. Similarly, other crops such as cotton (Gossypium hirsutum), spinach (Spinacia oleracea), and
canola (Brassica napus) have been recorded as susceptible hosts with RF values of 4.2, 1.1, and
1.0, respectively. On the contrary, crops like radish (Raphanus sativus), black mustard (Brassica
nigra), white mustard (Sinapis alba), canola (Brassica napus), wheat (Triticum spp.), oat (Avena
sativa), and rye (Secale cereale) were recorded as non-susceptible to R. reniformis with RF values
<1 (Jones et al., 2006).

Conclusions

This study identified Rotylenchulus reniformis through a combination of morphological and
phylogenetic analyses. The populations of this nematode are widely distributed in tomato fields in
Sinaloa, Mexico and although they exhibit limited morphological and molecular variation, they
differ in terms of their reproduction factor. Therefore, further studies are recommended to
determine the severity and development of symptoms caused by R. reniformis on tomato crops.
Additionally, there is a need for studies focused on evaluating integrated management strategies to

reduce R. reniformis populations in vegetable production fields in Sinaloa, Mexico.
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Fig. 1. Map showing soil sampling sites in tomato fields in the municipalities of Guasave,
Navolato, and Culiacan, in the state of Sinaloa, Mexico.
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Fig. 2. Light microscopy images of acid fuchsin preparations of the development of
Rotylenchulus reniformis on tomato roots. A. Female sets up feeding site in root and begins to
swell. B. Mature swollen female. C. Gelatinous matrix surrounding the posterior two-thirds of the
female’s body. D. Female lays eggs in gelatinous matrix E-F. Egg masses on tomato root surface.

Scale bars= 100 pm.
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Fig. 3. Scanning electron microscopy images of Rotylenchulus reniformis. A. Lip region. B.
Tail end of mature female; C-D. Different body postures of mature females. E. Vulval region. F.
Lateral field at mid-body of immature female. Scale Bars. A= 2 um, B, F=5 um, C-D=50 pum, E=
10 pm.
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Fig. 4. Maximum likelihood tree generated from sequence analysis of the coxl gene dataset
for Rotylenchulus spp. Bootstrap support (>70%) values for Maximum Likelihood and Maximum
Parsimony are shown in the nodes. Accession numbers of sequences generated in this study are

shown in bold.
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Fig. 5. Maximum likelihood tree generated from sequence analysis of the 28S gene dataset
for Rotylenchulus spp. Bootstrap support (>70%) values for Maximum Likelihood and Maximum
Parsimony are shown in the nodes. The tree was rooted to Hoplolaimus seinhorsti MK521873.
Accession numbers of sequences generated in this study are shown in bold.
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Table 1. Populations of Rotylenchulus reniformis obtained from tomato fields in municipalities of
Sinaloa, Mexico.

R.
Municipalit  Populatio -rer-lif-ormis Soil texture Percentage-of H No. sampling date
y n code individuals/ clay/sand/silt samples
100 g soil
Ahome Ahol 0 Clayey-silty 50.7/27.3/22.3 6.9 4 October 2021
Navolato Navl 297 Loamy-clayey 30.5/43.4/26 7.1 16 October 2021
Navolato Nav2 156 Loamy-silty 12.5/31.4/56 6.3 13 September 2021
Culiacan Cull 16,638 Loamy 24.5/53.4/22 7.4 3 February 2022
Guasave Gual 0 Loamy-clayey 38.6/45.3/16 6.2 4 October 2021
Guasave Gua2 68 Clayey 43.4/44.6/12 6.3 5 October 2021
Guasave Gua3 101 Clayey-silty 44.5/35.4/20 7.3 5 October 2021
Guasave Guad 2,536 Clayey-silty 50.5/27.4/22 7.0 7 February 2022
Elota Elol 0 Clayey-silty 43.5/36/22.4 7.1 15 November 2021
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Table 3. Reproduction factor of different populations of Rotylenchulus reniformis obtained from
tomato fields in the municipalities of Navolato, Culiacan, and Guasave, in the state of Sinaloa,
Mexico.

Reproduction factor

Municipality Initial population (juveniles)

30 dpi* 45 dpi 60 dpi 75 dpi

500 26a 113a 146a 53.3a

Cull
1000 30a 76b 12.0 ab 59.0a
(Culiacan)

2000 3.8a 78b 106 b 66.0 a

500 06b 20c 10.0b 27.3b

Navl (Navolato) 1000 0.6b 33c 103 b 30.7b
2000 0.8b 35¢c 9.1b 31.3b

500 0.6b 20¢c 9.3b 12.0b

Gua4 (Guasave) 1000 0.6b 13c 9.3b 18.0b
2000 1.0b 16¢ 9.1b 19.3b

*dpi: day posterior inoculation

YMean values followed by different letters in the column indicate significant differences among
treatments according to Fisher’s LSD test (P < 0.05).
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Abstract

Cucumber and eggplant exhibiting symptoms of root necrosis
and yellowing foliage were observed in two shade houses in
Culiacan, Sinaloa, Mexico. Through morphological characteriza-
tion and molecular analysis of the cox/ sequences, Rotylenchulus
reniformis was identified as the causal agent. This identification
was further confirmed by the infection and reisolation of the

The state of Sinaloa is the largest producer and exporter of veg-
etables in Mexico, contributing 30 and 93% to the national pro-
duction of cucumber (Cucumis sativus L.) and eggplant (Solanum
melongena L.), respectively (SIAP 2022). However, various plant-
parasitic nematodes severely impact the production of these crops.
Although most of the research in Mexico focuses on the study
of root-knot nematodes such as Meloidogyne enterolobii (Salazar-
Mesta et al. 2023), there are other economically significant yet un-
derexplored nematodes, such as the reniform nematode Rotylenchu-
lus reniformis.

In February 2022, eggplant cultivar Barcelona and cucumber cul-
tivar Zeus plants (3 months old) exhibiting foliar symptoms of yel-
lowing, as well as necrosis and a reduction in the root system, were
observed in two shade houses in Culiacan, Sinaloa, Mexico. The
disease incidence (yellowing) was 25 and 20% in the shade houses
with cucumber and eggplant, respectively. From each shade house,
1 kg of soil was collected from the rhizosphere (20 to 25 cm of
depth) of five plants. Nematodes (juveniles and males) were ex-
tracted from 200 g of fresh soil using the Baermann funnel and
Cobb’s sieving methods (Christie and Perry 1951). For preparation
of females, pieces of 0.5 g of roots per plant were rinsed with tap
water and stained using the acid fuchsin method described by Bybd
et al. (1983). Nematodes of the genus Rotylenchulus were found
in all samples, with population densities ranging from 82 to 386
nematodes per 100 g of soil and 28 to 65 nematodes per 1 g of
cucumber root. In eggplant, population densities ranged from 51 to

"Corresponding author: J. M. Tovar-Pedraza; juan.tovar@ciad.mx

Funding: Support was provided by CONFIE (Coordinacion General para el Fomento
a la Investigacion Cientifica e Innovacidn del Estado de Sinaloa).
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nematodes. This is the first report of R. reniformis causing diseases
in cucumber and eggplant in Mexico.

Keywords: Cucumis sativus, morphology, phylogeny, reproduction
factor, Solanum melongena

195 nematodes per 100 g of soil and 15 to 32 nematodes per 1 g of
root.

Qualitative and quantitative morphological characteristics of the
specimens from each population were examined and photographed
using an Axio Imager M2 compound microscope (Zeiss, Germany)
equipped with differential interference contrast. Microscopic exam-
ination of the mature females (n = 20) showed a ventrally arcuate
body, an obese, kidney-shaped anterior region with an irregularcon-
tour, and tails with a slender terminal portion. Males (n = 20) were
vermiform, exhibiting tails broadly rounded with a rounded tip and
gubernaculum and spicules well developed and ventrally arcuate.
Immature females (n = 20) were vermiform, ventrally curved, lat-
eral fields with four smooth equidistant lines, with conoid tails and
stylets moderately developed with rounded basal knobs. The body
length of immature females ranged from 370 to 405 pm, stylet
length from 16.5 to 18.2 pwm, and vulva position from 67 to 72%.
The morphological features of the juveniles, males, and females
were consistent with those reported for R. reniformis (Palomares-
Rius et al. 2018).

For molecular identification, total DNA was extracted from
mature females obtained from cucumber and eggplant. A
fragment of the mitochondrial cytochrome oxidase subunit I
(coxI) gene was amplified by PCR and sequenced using the
primers JB3 (5-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3')/JB5(5'-
AGCACCTAAACTTAAAACATAATGAAAATG-3') reported by
Bowles et al. (1992). The sequences were deposited in GenBank
under the accession numbers OR497192 and OR499873. BLASTn
showed 100% identity with available sequences of R. reniformis
from China (OM985019), Vietnam (MT232760), and Colombia
(MK908054 and MK908055). A phylogenetic tree, including pub-
lished coxl sequences for Rotylenchulus spp., was inferred based
on maximum likelihood and maximum parsimony methods using
MEGA 11 software. Bootstrap analysis with 1,000 replicates was
used to estimate the reliability of the branches of the generated trees.
The phylogenetic analysis placed the Mexican populations from
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cucumber (PEPRO1) and eggplant (BERROI1) in the same clade as
R. reniformis (Fig. 1).

Pathogenicity tests were performed under greenhouse conditions
by inoculating five cucumber cultivar Estrada and eggplant culti-
var Estelal seedlings with different inoculum concentrations (500,
1,000, and 2,000 juveniles per plant). The inoculated plants (25
days old) were grown in 1-kg pots containing a sterile substrate
(50% soil, 25% sand, and 25% coconut fiber). Five uninoculated
eggplant and cucumber plants were used as controls. The repro-
duction factor (final population/initial population) was estimated
at 50 days after inoculation. Necrotic and reduced root systems
were observed on inoculated plants, whereas control plants re-
mained symptomless (Fig. 2). Females and egg masses were ob-
served on cucumber and eggplant inoculated roots (Fig. 3). The
blender root procedure (Schumacher and Grabau 2022) was used
to recover all R. reniformis life stages. The reproduction factor was
4.2, 3.7, and 3.2 for cucumber and 3.2, 3.2, and 2.4 for eggplant

FIGURE 1

Maximum likelihood tree generated
from sequence analysis of the Cox/ gene
dataset of Rotylenchulus spp. Bootstrap
support (>70%) values for maximum
likelihood and maximum parsimony are
shown in the nodes. The tree was rooted
to Hoplolaimus seinhorsti MK521873. The
sequences generated in this study are
shown in bold.

with the three inoculum concentrations (500, 1,000, and 2,000),
respectively. The nematode on the inoculated roots was morpho-
logically identical to that observed on the original diseased roots,
fulfilling Koch’s postulates. The entire experiment was conducted
twice under greenhouse conditions at a temperature range of 25
to 35°C.

R. reniformis was previously identified to cause damage to cu-
cumber in Puerto Rico (Echdvez-Badel 1989) and Brazil (Torres
et al. 2006). Similarly, its presence has been documented in
relation to eggplant in Egypt (Ismail and Youssef 1997) and
India (Mojumder et al. 2002). To the best of our knowl-
edge, this is the first report of R. reniformis parasitizing cu-
cumber and eggplant in Mexico. Due the significant dam-
age induced by R. reniformis on the roots of eggplant and
cucumber, it is imperative to investigate its interaction with
soilborne plant pathogens and develop effective management
strategies.
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FIGURE 2

Rotylenchulus reniformis damage to
cucumber (cultivar Estrada) and egg-
plant (cultivar Estelal) roots at 50 days
postinoculation. A, Healthy and dis-
eased cucumber roots. B, Healthy and
diseased eggplant roots.

Control

KT003733 R. sacchari

MK521873 Hoplolaimus seinhorsti
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FIGURE 3

Micrographs of Rotylenchulus reniformis
parasitizing cucumber and eggplant
roots (stained with acid fuchsin).

A, Cucumber root parasitized by

a female, 20 days postinoculation.

B, Eggplant root parasitized by a fe-
male, 20 days postinoculation. C, Two
egg masses on cucumber root, 25 days
postinoculation. D, Egg mass on egg-
plant root, 25 days postinoculation.
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ABSTRACT

Background/Objective. The production of tomato (Solanum Ilycopersicum L.) and cucumber
(Cucumis sativus L.) 1s affected by the nematodes Rotylenchulus reniformis and Meloidogyne
enterolobii; however, the interaction between these two nematodes on these plant species is
unknown. This study aimed to determine the interaction of R. reniformis and M. enterolobii in

tomato and cucumber plants through artificial inoculations under greenhouse conditions.

Materials and Methods. Twenty-one-day-old seedlings were inoculated with 2000 juveniles (J2)
of each nematode per plant. The experiment followed a completely randomized three-factor design
with six treatments: T1= R. reniformis; T2= M. enterolobii; T3= R. reniformis was inoculated and
15 days later M. enterolobii was added; T4 = M. enterolobii was inoculated and 15 days later R.
reniformis was added; T5 = both species were inoculated on the same day; T6 = uninoculated
control. The reproduction factor (RF) of both nematodes, galling index for M. enterolobii, and root

necrosis percentage for R. reniformis were recorded at 30 and 50 days after inoculation.

Results. In cucumber plants, M. enterolobii reduced its reproduction by up to 73% in the presence
of R. reniformis, while in tomato plants, its reproduction decreased by 52%, with a reduction in the
galling index of 72% and 60% in cucumber and tomato plants, respectively, compared to T1 and
T2. On the other hand, R. reniformis reduced its reproduction by 72% in cucumber plants and 67%
in tomato plants in the presence of M. enterolobii, and a reduction in symptom severity was

observed by 78% and 77% in cucumber and tomato plants, respectively, compared to T1 and T2.

Conclusion. In treatments where one species was inoculated before the other, the species
inoculated first showed a higher RF and caused greater disease severity. In simultaneous co-
inoculations, both nematodes reduced their RF and caused lower symptom severity in tomato and

cucumber plants.

Keywords: Solanum lycopersicum, Cucumis sativus, reproduction factor, severity, galling index.

RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. La produccion de tomate (Solanum lycopersicum L.) y pepino (Cucumis
sativus L.) se ve afectada por los nematodos Rotylenchulus reniformis 'y Meloidogyne enterolobii;

sin embargo, se desconoce la interaccion entre estos dos nematodos en estas especies vegetales. El
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objetivo de este estudio fue determinar la interaccion de R. reniformis y M. enterolobii en plantas

de tomate y pepino a través de inoculaciones artificiales bajo condiciones de invernadero.

Materiales y Métodos. Se inocularon plantulas de 21 dias de edad con 2000 juveniles (J2) de cada
nematodo por planta. El experimento siguié un disefio completamente al azar con tres factores y
seis tratamientos: T = R. reniformis; T2= M. enterolobii; T3= se inoculd R. reniformis y 15 dias
después se afiadid M. enterolobii; T4= se inoculd M. enterolobii y 15 dias después se afiadid R.
reniformis; T5= ambas especies fueron inoculadas el mismo dia; T6= control sin inocular. Se
registro el factor de reproduccion (FR) de ambos nematodos, el indice de agallamiento para M.
enterolobii y el porcentaje de necrosis radicular para R. reniformis a los 30 y 50 dias después de la

inoculacion.

Resultados. En plantas de pepino, M. enterolobii redujo su reproduccion hasta en un 73% en
presencia de R. reniformis, mientras que en plantas de tomate su reproduccion disminuyo en un
52%, con una reduccion en el indice de agallamiento de un 72% y 60% en plantas de pepino y
tomate, respectivamente, en comparacion con T1 y T2. Por otro lado, R. reniformis redujo su
reproduccion en un 72% en plantas de pepino y un 67% en plantas de tomate en presencia de M.
enterolobii, observandose una reduccion en la severidad de los sintomas del 78% y 77% en plantas

de pepino y tomate, respectivamente, en comparacion con T1 y T2.

Conclusion. En los tratamientos donde una especie fue inoculada antes que la otra, la especie
inoculada primero mostré6 un mayor FR y causé una mayor severidad de la enfermedad. En las
coinoculaciones simultaneas, ambos nematodos redujeron su FR y causaron una menor severidad

de los sintomas en plantas de tomate y pepino.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, Cucumis sativus, factor de reproduccion, severidad, indice

de agallamiento.

Mexico is one of the world's leading vegetable producers, ranking ninth in tomato (Solanum
lycopersicum L.) production with 4,271,914 tons in 2022, and fifth in cucumber (Cucumis sativus
L.) production with 1,038,999 tons. The state of Sinaloa is the main producer of both tomato and

cucumber, with 677,612 and 314,150 tons, respectively (SIAP, 2023).

Rotylenchulus reniformis and Meloidogyne enterolobii are highly significant species and are
among the top 10 most economically impactful and scientifically important plant-parasitic

nematodes worldwide (Jones ef al., 2013). These nematodes have been reported to severely affect
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vegetable crops in the state of Sinaloa (Martinez-Gallardo et al., 2019; Salazar-Mesta et al., 2023a,
2023b; Valdez-Morales et al., 2024).

Both Rotylenchulus spp. and Meloidogyne spp. form feeding sites in the roots of plants.
Meloidogyne enterolobii is a sedentary endoparasitic nematode, and its parasitism involves the
induction of giant cells in the parenchyma (Starr et al., 2002; Perry and Moens, 2013). Meanwhile,
R. reniformis is a semi-endoparasitic nematode that induces syncytia formation, primarily in
pericycle cells (Starr et al., 2002). Although the infection sites of ectoparasitic and endoparasitic
nematodes differ, interactions between species. can occur, and these interactions may be
antagonistic or suppressive to one of the species involved (Khan et al., 1985; Robinson et al., 2007,

Gomes et al., 2014).

Studies on interactions between plant-parasitic nematodes have shown that such relationships can
be antagonistic for either nematode when feeding on the same plant (Diez et al., 2003; Ferreira et
al., 2015). Moreover, the effects of nematode species interactions are related to the nature of
parasitism and competition, as the competitive relationship increases with the complexity of the

host-parasite interaction (Kesba et al., 2005; Robinson et al., 2007).

In the case of lesion nematodes from the genera Helicotylenchus, Pratylenchus, and Rotylenchulus,
it has been demonstrated that interactions occur due to competition for space and nutrients (Ferreira
et al., 2015; Gomes et al., 2014). Additionally, several studies have determined the interaction
between R. reniformis and Meloidogyne spp., including M. javanica and M. incognita, in various
host plants such as pineapple (Ananas comosus L.), cotton (Gossypium hirsutum L.), tomato, and
castor bean (Ricinus communis L.). These studies recorded that R. reniformis has a competitive
advantage over Meloidogyne species in joint inoculations, as a reduction in root galling was
observed (Diez et al., 2003; Faske and Hurd, 2015; Ferreira et al., 2015a, 2015b). The interaction
of M. enterolobii with lesion nematodes, such as Helicotylenchus dihysteroides, has also been
evaluated in guava (Psidium guajava L.) seedlings; however, symptoms caused by M. enterolobii

were observed in both separate and combined inoculation treatments (Gomes et al., 2014).

The interactions between M. enterolobii and R. reniformis in tomato and cucumber plants have not
been studied, but it is suggested that R. reniformis may have a competitive advantage over the root-
knot nematode due to its high degree of parasitism (Diez et al., 2003; Robinson, 2007; Aryal et al.,

2011). Therefore, the objective of this study was to determine the competitive interaction between
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R. reniformis and M. enterolobii in tomato and cucumber plants under greenhouse conditions.

MATERIALS AND METHODS

The experiments were conducted under greenhouse conditions from December 2022 to May 2023.
Tomato (Solanum lycopersicum cv. Imperial) and cucumber (Cucumis sativus cv. Zeus) seeds were
germinated in 60-cell trays filled with sterile substrate. Twenty-one days after germination,
seedlings were inoculated with 2000 juveniles (J2) of each nematode (R. reniformis and M.
enterolobii) under the following treatments: T1 = R. reniformis; T2 = M. enterolobii; T3 = R.
reniformis was inoculated, followed by M. enterolobii 15 days later; T4 = M. enterolobii was
inoculated, followed by R. reniformis 15 days later; T5 = both species were inoculated on the same

day; T6 = uninoculated control.

Evaluations were conducted at 30 and 50 days after inoculation (DAI). The variables measured
were the reproduction factor (RF) of each nematode, the galling index for M. enterolobii, and root
necrosis percentage for R. reniformis. To evaluate the galling index, roots were extracted, washed

with tap water, and the number of galls per root was counted for each treatment.

For the reproduction factor assessment, roots were stained with 1% acid fuchsin (Byrd et al., 1983),
and female nematodes and egg masses of each species were observed and counted using a
biological microscope. Juveniles and male nematodes were extracted from the substrate of each

root using the sieve-funnel technique to determine the final population.

Statistical analysis. The experiment followed a completely randomized three-factor design with
six treatments and three replicates. The response variables were the reproduction factor of both
nematodes, the galling index of M. enterolobii, and the percentage of root necrosis caused by R.
reniformis. The reproduction factor (RF) of each nematode was determined using the formula RF
= P{/Pi, where Pi represents the initial nematode population at the time of inoculation, and Pfis the
final nematode count at root extraction. The galling index (GI) was evaluated using the Taylor and
Sasser (1978) scale, where: 0 = 0 galls, 1 = 1-2 galls, 2 = 3-10 galls, 3 = 11-30 galls, 4 =31-100
galls, and 5 =>100 galls. The data obtained were transformed to log (x + 1) to standardize variance.
The transformed means were compared using Fisher's LSD test (P < 0.05) with SAS software

version 9.3 (SAS Institute, Cary, North Carolina, USA).
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RESULTS

Reproduction and pathogenicity of R. reniformis and M. enterolobii. The initial inoculum levels
of both nematodes increased during the trial, and the species displayed variable reproduction
factors depending on the host. However, M. enterolobii exhibited a higher reproduction factor (RF)
(41.9 and 20.9 in cucumber and tomato, respectively) compared to R. reniformis (7 and 1.8 in

cucumber and tomato, respectively) on both hosts (Figures 1 A, C and 2 A, C).

In cucumber plants, mature females and egg masses of both nematodes were observed in all
inoculated treatments at 30 days after inoculation (DAI) (Figure 3A, C, E). In contrast, in tomato
plants, mature females and egg masses of M. enterolobii were seen at 30 DAL, but R. reniformis
only showed mature females without egg masses. The highest reproduction of both nematodes

occurred at 50 DAL (mature females and egg masses) in both plant species (Figures 3B, D, F).

Both R. reniformis and M. enterolobii showed significant differences between treatments across
both plant species. Notably, both nematodes had higher RF when inoculated separately (T1 and
T2) with values of 49.1 and 20.9, respectively, in cucumber plants, and 7 and 1.8, respectively, in
tomato plants, compared to the combined inoculation treatments (T3, T4, and T5). In treatments
where one species was inoculated first and the other 15 DAI (T3 and T4), the species inoculated
first exhibited a higher number of eggs, females, juveniles, and consequently a higher RF (Table
1), and caused greater symptom severity compared to the species inoculated later (Figures 1 and

2).

Rotylenchulus reniformis displayed higher RF in individual inoculations for both cucumber and
tomato plants; however, its RF decreased when co-inoculated with M. enterolobii in the same root.
Specifically, R. reniformis showed an RF reduction of up to 83% in cucumber and 88% in tomato
compared to the treatment where only R. reniformis was inoculated. Moreover, when R. reniformis
was inoculated first and M. enterolobii 15 DAL, the reproduction of R. reniformis decreased by
58% and 44% in cucumber and tomato plants, respectively, in the presence of M. enterolobii

(Figures 2A, C).

Meloidogyne enterolobii also exhibited a higher RF in individual inoculations, but its RF decreased
by 76% and 66% in cucumber and tomato plants, respectively, when co-inoculated with R.

reniformis (Figures 1A, C).

Symptom severity caused by R. reniformis and M. enterolobii. All plants inoculated with R.
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reniformis showed root necrosis symptoms, and all treatments inoculated with M. enterolobii
exhibited gall symptoms. Both nematodes caused symptoms in roots at 30 DAI, with greater
severity observed at 50 DAI (Figures 4 and 5). In both crops, all R. reniformis and M. enterolobii

treatments showed significant differences (P < 0.05) compared to the uninoculated control.

At 50 DAI, R. reniformis caused 93.3% and 58.3% necrosis in tomato and cucumber roots,
respectively. However, when co-inoculated with M. enterolobii, the necrosis percentage decreased
by 82% in cucumber roots and 85% in tomato roots. In other words, the presence of M. enterolobii
in the same root reduced the severity of symptoms caused by R. reniformis in both cucumber and

tomato plants (Figures 1D and 2D).

Meloidogyne enterolobii exhibited a similar pattern to R. reniformis in those individual
inoculations resulted in more severe symptoms. However, when co-inoculated with R. reniformis,
the galling index (GI) decreased, with T3 (where R. reniformis was inoculated first and M.
enterolobii 15 DAI) showing the lowest symptom severity, with GI reductions of 76% and 60% in
cucumber and tomato plants, respectively (Figures 1B and 2B). Overall, the presence of R.
reniformis in the same root reduced the severity of symptoms caused by M. enterolobii in both

cucumber and tomato plants (Figures 4 and 5).

It is worth mentioning that the highest severity in both cucumber and tomato roots was observed
in those where both nematodes were co-inoculated, as these roots showed a combination of
symptoms such as necrosis, galls, stunting, etc., caused by both nematode species (Figures 4D and

5D).

DISCUSSION

In this study, both M. enterolobii and R. reniformis reproduced and caused symptoms in cucumber
and tomato plants. However, both nematodes exhibited higher reproduction factors (RF) and
caused more severe symptoms in cucumber, making it the more susceptible host. This observation
aligns with findings by Salazar-Mesta et al. (2023b), who determined that cucumber is more
susceptible to M. enterolobii compared to tomato and pepper (Capsicum annuum L.). This
increased susceptibility may be due to the larger size and branching of cucumber roots compared
to tomato roots, leading to greater root exudation, which nematodes detect through their sensory

systems. Additionally, cucumber root exudates are primarily composed of sugars and compounds
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preferred by nematodes, such as stigmasterol, while tomato roots mainly release phenolics, sterols,
terpenoids, glycosides, and other substances that are less favorable to nematodes (Mateos and Leal,

2003; Lagunes and Zavaleta, 2016).

Both R. reniformis and M. enterolobii exhibited their highest RFs at 50 days after inoculation
(DAI), which was expected since both nematodes typically complete their reproductive cycle (egg
mass formation) between 18 and 30 days after inoculation in host plants such as tomato, eggplant
(Solanum melongena L.), and cucumber (Salazar-Mesta et al., 2023a, 2023b; Valdez-Morales et
al., 2024). The results indicated that reducing the RF of both nematodes also decreased symptom
severity. It has been observed that RF is closely related to the severity of root symptoms. Previous
studies have reported that an increase in M. enterolobii RF elevates galling in tomato and pepper
plants (Salazar-Anton et al., 2014; Salazar-Mesta et al., 2023b; Salazar-Mesta et al., 2024).
Similarly, an increase in R. reniformis RF has been associated with higher necrosis percentages in

cowpea (Vigna unguiculata L.), cotton, and tomato plants (Aryal, 2011; Karthika et al., 2020).

In tomato plants, M. enterolobii reproduction was reduced in the presence of R. reniformis,
regardless of the order of inoculation. Treatments T3, T4, and T5 were statistically similar (Figure
5). This may be due to the high reproductive rate of M. enterolobii compared to R. reniformis.
Under favorable conditions, the life cycle of most Meloidogyne species, including M. enterolobii,
1s completed in 25-30 days, with each female producing 500-1000 eggs per mass (Da Silva et al.,
2019; Philbrick et al., 2020). In contrast, R. reniformis completes its life cycle in 18-25 days, with
each female producing 30-200 eggs under favorable conditions (Robinson, 2002).

The life cycle duration of plant-parasitic nematodes largely depends on soil temperature (Bridge
and Starr, 2007). The optimal temperature for M. enterolobii development ranges between 20 and
30°C (Greco and Di Vito, 2009; Tomaz ef al., 2021), while for R. reniformis, it fluctuates between
23°C and 30°C (Starr et al., 2002). Our experiments were conducted under temperatures close to
the optimal ranges for both nematodes, with the first experiment held at 18 to 30°C and the second

at 20°C to 35°C.

In cucumber plants, R. reniformis exhibited a similar behavior to M. enterolobii in terms of RF and
symptom severity in treatments where both nematodes were inoculated simultaneously. This
indicates that nematode reproduction depends significantly on host susceptibility. According to

other authors, R. reniformis has a broad host range, with cucumber and eggplant being among its
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preferred hosts (Starr ef al., 1991; Robinson et al., 1997; Vhadera et al., 2001; Valdez-Morales et
al., 2024). It has been reported that R. reniformis population densities are dependent on host
susceptibility (Davis et al., 2003; Stetina ef al., 2007; Moore and Lawrence, 2013).

In the combined inoculations, the nematode species inoculated first—whether M. enterolobii or R.
reniformis—showed a higher RF in tomato and cucumber plants. This result could be due to the
clustering of infective units of the first species in the root, leading to competition for space with
the second species. This reduced penetration influenced the competition between both nematodes.
A high initial population may deteriorate infection sites and lead to an accumulation of metabolic
waste, affecting nematode development. Therefore, RF decreases when nematode populations are
excessive due to limited food and space (Salazar-Anton et al., 2013). These findings align with
other studies that have evaluated the interaction of R. reniformis with various Meloidogyne species
in cotton, pineapple, and castor plants (Diez et al., 2003; Aryal et al., 2011). However, these studies
propose space and nutrient competition as the mechanism for the antagonistic interaction between
the nematodes. Recent studies, however, have concluded that prior infection of the host with
Rotylenchulus or Meloidogyne can induce greater defense against the other species through the
induction of systemic resistance (Aryal et al., 2011; Aryal et al., 2012; Osman et al., 2012). This
resistance, mediated by the salicylic acid pathway (Van Loon et al., 2006), enhances the plant’s
natural defense systems against subsequent infections and provides broad-spectrum resistance to

various pathogens, including plant-parasitic nematodes (Osman et al., 2012).

This study demonstrated that in co-inoculations, R. reniformis was more affected in terms of RF
and symptom severity compared to M. enterolobii in tomato and cucumber plants. This contrasts
with results from other authors, who determined that R. reniformis has a competitive advantage
over Meloidogyne species (Diez et al., 2003; Faske and Hurd, 2015; Ferreira et al., 2015). The
effects of nematode species interactions are related to the nature of parasitism and competition, as
the competitive relationship intensifies with increased host-parasite complexity (Kesba et al., 2005;

Robinson et al., 2007).

Meloidogyne enterolobii is a sedentary endoparasite, and its parasitism involves the induction of
giant cells in the parenchyma (Starr et al., 2002; Perry et al., 2009; Perry and Moens, 2013).
Through its stylet, this nematode introduces effector molecules (pectolytic and cellulolytic

enzymes) into the host, reprogramming gene expression to modify host cell metabolism,
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physiology, and structure, forming specialized feeding sites. The plant responds by activating
defense mechanisms, such as increased activity of key enzymes in the phenylpropanoid pathway,
which synthesizes secondary metabolites with antimicrobial properties and lignin monomers that

play a structural and defensive role in plants (Lagunes-Fortiz and Zavaleta-Mejia, 2016).

On the other hand, R. reniformis is a semi-endoparasite, and its parasitism induces syncytium
formation, primarily in pericycle cells (Starr ez al., 2002). Females insert their stylets into the host’s
endodermal cells and release a mix of effectors, including CLE and CEP peptide mimics (Wubben
etal.,2015; Eves-Van den Akker et al., 2016), causing cell wall lysis in the initial cell and adjacent
pericycle cells, allowing multiple cytoplasms to merge into a single syncytium (Wubben ef al.,
2015). Effector cells are regulated by parasitism genes, such as glutathione peroxidase, pectin

lyase, polygalacturonase, B-1,4-endoglucanase, B-1,4-endoxylanase, and chorismate mutase

(Wubben et al., 2010).

In addition to the parasitism nature of each nematode, biochemical and molecular aspects may
influence their competitive interaction. Both species modify host plant metabolism and gene
expression. Some studies have shown that root-knot nematodes alter host gene expression related
to cell cycle control, cell wall modification, and hormone regulation to induce giant cell formation
in the roots (Cabrera et al., 2015; Wieczorek, 2015). Both nematodes (reniform and root-knot)
suppress defense-related signaling pathways throughout the lifespan of their feeding structures
(Jaouannet et al., 2013; Quentin et al., 2013). Previously, several genes involved in nematode
parasitism and gall formation have been reported (Mathesius, 2003). For example, nodulin N-26,
which encodes an aquaglyceroporin, is induced during both root-knot nematode gall formation and
reniform nematode parasitism (Favery et al., 2002). Similarly, the leucine-rich repeat (LRR)
receptor kinase SYMRK/NORK, part of a receptor complex involved in root-knot nematode
perception, has been reported to influence reniform nematode parasitism (Endre et al., 2002;

Stracke et al., 2002; Weerasinghe et al., 2005; Redding et al., 2018).

Further physiological, biochemical, and molecular studies are recommended to understand in detail
the key aspects of the competitive interaction between M. enterolobii and R. reniformis in tomato

and cucumber plants.
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CONCLUSIONS

In individual inoculations, Meloidogyne enterolobii and Rotylenchulus reniformis exhibited the
highest reproduction factor (RF) and disease severity in tomato and cucumber plants. In treatments
where one species was inoculated before the other, the species inoculated first showed a higher RF
and caused greater disease severity. In simultaneous co-inoculations, both nematodes reduced their
RF and caused lower symptom severity in tomato and cucumber plants. However, in tomato plants,

the reproduction of R. reniformis was more affected compared to that of M. enterolobii.
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Figure 1. Reproduction and severity of R. reniformis and M. enterolobii in cucumber plants
at 30 and 50 days after inoculation (DAI). A) Reproduction factor of M. enterolobii. B) Gall
index of M. enterolobii. C) Reproduction factor of R. reniformis. D) Percentage of necrosis caused
by R. reniformis. The comparison of means was conducted between bars of the same color; means
that do not share a letter are significantly different.
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Figure 2. Reproduction and severity of R. reniformis and M. enterolobii in tomato plants at
30 and 50 days after inoculation (DAI). A) Reproduction factor of M. enterolobii. B) Gall index
of M. enterolobii. C) Reproduction factor of R. reniformis. D) Percentage of necrosis caused by R.
reniformis. The comparison of means was conducted between bars of the same color; means that
do not share a letter are significantly different.
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Table 1. Number of females, eggs, and juveniles of R. reniformis and M. enterolobii by treatment
in cucumber and tomato plants at 50 days after inoculation.

Cucumber Tomato
Species Treatments
Females Eggs Juveniles Females Eggs Juveniles

Tl 170 13,340 1,056 45 3,613 154

T2 0 0 0 0 0 0
Rotylenchulus T3 81 6,520 1,039 24 1,933 213
reniformis T4 30 2,466 40 6 453 121
T5 43 3,493 430 12 960 290

T6 0 0 0 0 0 0

T1 0 0 0 0 0 0

T2 419 83,866 66 209 41,966 0

Meloidogyne T3 99 19,833 13 71 14,233 0

enterolobii T4 291 58,333 266 129 25,900 0

T5 110 22,033 0 99 19,800 0

T6 0 0 0 0 0 0
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Figure 3. Micrographs of Rotylenchulus reniformis and Meloidogyne enterolobii parasitizing
cucumber and tomato roots at 50 days after inoculation (DAI). A) Female of M. enterolobii in
cucumber root. B) Female of M. enterolobii causing galls in tomato root. C) Female of R.
reniformis affecting cucumber roots. D) Female of R. reniformis in tomato root. E) Cucumber root
with a gall caused by M. enterolobii and three mature females of R. reniformis around it. F) Tomato
root with a gall from M. enterolobii and necrosis caused by R. reniformis.
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Figure 4. Tomato roots at 50 days after inoculation (DAI). A) Control without inoculation. B)
Root with galls caused by M. enterolobii. C) Root with stunting and necrosis caused by R.
reniformis. D) Root with symptoms of galls, necrosis, and stunting, inoculated with R. reniformis
and M. enterolobii simultaneously.
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Figure 5. Cucumber roots at 50 days after inoculation (DAI). A) Control without inoculation. B)
Root with galls caused by M. enterolobii. C) Root with symptoms of stunting and necrosis caused
by R. reniformis. D) Root with symptoms of galls, necrosis, and stunting, inoculated with R.
reniformis and M. enterolobii simultaneously.
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RESUMEN

En Sinaloa, la produccién de tomate (Solanum lycopersicum L.) es afectada por el nematodo
Rotylenchulus reniformis, sin embargo, la informacion sobre estrategias de manejo de este
fitopatdgeno es escasa. El objetivo de este estudio fue determinar la respuesta de cultivares
comerciales de tomate y la eficacia de productos quimicos, bioldgicos y botanicos para el manejo
de R. reniformis. La respuesta de los cultivares de tomate se realiz6 bajo un disefio de dos factores
con tres tratamientos y tres replicas, donde las variables respuesta fueron la altura de la planta, peso
de frutos, factor de reproduccion y porcentaje de necrosis en raiz. Se inocularon plantulas de tomate
de los cultivares Imperial, Sweetelle y Byelsa con 0, 2000 y 5000 juveniles de R. reniformis por
planta. La evaluacion se realizé a los 90 dias después de la inoculacion. Mientras que, la evaluacion
de los productos se llevo a cabo bajo un disefio de un factor totalmente al azar, con tres réplicas y
las variables respuesta fueron las mismas que en el experimento anterior con excepcion del peso
de frutos e incluyendo el peso fresco de raiz. Las plantas de tomate cv. 8579 se inocularon con
2000 juveniles/planta y la aplicacion de los tratamientos nematicidas se realizd siguiendo las
indicaciones de la etiqueta para cada producto. La evaluacion se realizé a los 60 dias después de la
inoculacion, registrando la cantidad de huevos por g de raiz y juveniles por 100 g de suelo, asi
como la altura de la planta, peso de raiz y porcentaje de necrosis. Los tratamientos donde se
aplicaron los productos quimicos mostraron menor porcentaje de necrosis en raices y menor
cantidad de huevos y juveniles del nematodo con respecto a los tratamientos donde se aplicaron
productos biologicos y botanicos, sin embargo, las plantas tratadas con productos bioldgicos
presentaron mayor altura. Los productos con mayor control de R. reniformis fueron
fluazaindolizine, Purpureocillium lilacinum y extracto de quillaja. Los resultados de los tres cvs.
evaluados demostraron que el cv. Sweetelle fue el menos susceptible al nematodo, debido a que
presentd menor FR, no obstante, la severidad de los sintomas ocasionados en los tres cultivares fue
estadisticamente igual.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, susceptibilidad, biocontrol, extractos vegetales, control

quimico.
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INTRODUCCION

Meéxico es el principal exportador de tomate (Solanum lycopersicum L.) a nivel mundial y ocup6
el séptimo lugar como productor con 3,636,927 t en 2023 (SIAP, 2024). Sin embargo, la mayoria
de los cultivos vegetales incluido el tomate, son afectados por nematodos fitoparasitos, en paises
como EE. UU. se han reportado pérdidas de rendimiento por nematodos fitoparasitos de mas de 7
% en cultivos de solanaceas (Gorny et al., 2024). El cultivo de tomate es afectado de manera
significativa por nematodos lesionadores, siendo el nematodo reniforme Rotylenchulus reniformis
la especie mas predominante en este hospedante (Ye, 2018). Por otra parte, este nematodo afecta a
diversos cultivos agricolas en todo el mundo (Sikora ef al., 2018), y se ha reportado ocasionando
pérdidas sustanciales en cultivos de algodon (Gossypium hirsutum L.) y soja (Glycine max L.) en
el sur de EE. UU. (Faske y Sisson 2024). EI nematodo reniforme se considera uno de los 10
principales nematodos fitoparasitos en funcion de su impacto econdémico e importancia cientifica
(Jones et al. 2013). Las pérdidas de rendimiento ocasionadas por R. reniformis ocurren como
resultado de la alimentacion directa de las raices o indirectamente a través de una interaccion con
patdégenos fungicos con origen en el suelo como Neocosmospora solani, Verticillium spp. y
Rhizoctonia solani, lo que lleva a pérdidas atin mayores (Castillo ef al., 2010). En comparacion
con la mayoria de los nematodos fitoparasitos, R. reniformis estd ampliamente adaptado a
diferentes tipos de suelos, incluidos suelos con alto contenido de limo y arcilla, y puede colonizar
profundamente el suelo y mantenerse en un estado anhidrobidtico para sobrevivir el invierno
(Robinson, 2007). Todas estas caracteristicas dificultan la eliminacion de este nematodo de los
suelos infestados, ademas que, las estrategias de manejo para este nematodo dependen de los
nematicidas quimicos, ya sea que se utilicen como parte de un programa de manejo integrado o
como una estrategia de control individual. Los nematicidas fumigantes son altamente efectivos,
pero requieren equipos de aplicacion especializados y tienen costos de produccion mas altos que
los nematicidas no fumigantes. Los nematicidas no fumigantes son los nematicidas mas
comunmente utilizados en la produccion agricola y los mas efectivos, como el aldicarb y el oxamil,
no obstante, son altamente toxicos para el medio ambiente y la salud humana (Faske y Hurd, 2015;
Chen et al., 2020).

Recientemente se han evaluado nematicidas no fumigantes, incluyendo al fluensulfone, fluopyram

y fluazaindolizine para el control de R. reniformis en diferentes cultivos como tomate, pepino y
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algodon (Sikora et al., 2021; Soto-Ramos et al., 2023; Shi et al., 2023). Ademas, para promover la
produccion de alimentos saludables y de alta calidad utilizando métodos efectivos, de bajo impacto
al ambiente y costo se han propuesto estrategias de manejo integrado de plagas que combinan
multiples tacticas para el control de R. reniformis, como son, el uso de productos biologicos y
productos a base de extractos botdnicos, la rotacion de cultivos y el desarrollo de cultivares
resistentes (Shi et al., 2023). La utilizacion de cultivares resistentes para el manejo de R. reniformis
es una opcion que se ha estudiado desde hace varios afios, por lo que la identificacion de
marcadores de resistencia a nematodos es esencial para el desarrollo de cultivares comerciales
(Soto-Ramos et al., 2023). Por ejemplo, estudios demostraron que, en el cultivo de algodon, la
combinacion de nematicidas y cultivares resistentes puede potencialmente extender las temporadas
en las que se podria producir un cultivar resistente sin necesidad de una rotacion de cultivos para
manejar nematodos fitoparasitos (Sikora et al., 2021). Recientemente, se reportd al nematodo R.
reniformis afectando cultivos vegetales como berenjena y pepino en Sinaloa, el cual es el principal
estado productor de vegetales en México (Valdez-Morales ef al., 2024). Sin embargo, se carece de
informacion basica respecto a la eficacia de estrategias de manejo de este nematodo. Por lo anterior,
el objetivo de este estudio fue determinar la respuesta de cultivares comerciales de tomate y la
eficacia de productos quimicos, bioldgicos y botanicos para el manejo de R. reniformis bajo

condiciones de invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Inéculo de R. reniformis

Respuesta de cultivares comerciales de tomate a R. reniformis

Para evaluar la respuesta de cultivares comerciales de tomate se utilizé un cultivar de tres diferentes
tipos de tomates (Imperial, Sweetelle y Byelsa). Las semillas de tomate se germinaron en charolas
con sustrato estéril. A los 25 dias después de la germinacion, se trasplantaron en macetas con
sustrato estéril. La inoculacion del nematodo R. remiformis se llevo a cabo usando dos
concentraciones de indculo (2000 y 5000 juveniles/planta) y un testigo sin inocular para cada
cultivar de tomate. Cada tratamiento const6 de tres réplicas y las evaluaciones se realizaron a los

90 dias después de la inoculacion (ddi). Las variables evaluadas fueron: altura de la planta, peso
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del fruto, factor de reproduccion (FR) y porcentaje de necrosis en raiz. El experimento completo
se realizé dos veces (el primero se realizé en los meses de enero a marzo de 2024 y el segundo se

realiz6é de marzo a mayo del mismo afio).

Evaluacion de nematicidas

Los experimentos se realizaron en condiciones de invernadero en los meses de enero a mayo de
2024. Para evaluar la efectividad de nematicidas se utilizaron plantulas de tomate cv. 8579 de 25
dias de edad, las cuales se trasplantaron en macetas de plastico con sustrato estéril y se inocularon
con 2000 juveniles de R. reniformis/maceta para los tratamientos de quimicos y extractos botanicos,
mientras que, para los tratamientos de biologicos se inocularon 2000 huevos/maceta. Los
tratamientos (quimicos, biologicos y botanicos) se aplicaron al drench en la base del tallo (200 mL
por planta) de acuerdo con los intervalos y dosis indicados en las etiquetas de cada uno de los
productos evaluados (Tabla 1). Se establecid un disefio totalmente al azar de un solo factor con 6,
5,y 6 tratamientos para cada uno de los ensayos con nematicidas quimicos, bioldgicos y boténicos,
respectivamente. Para cada tratamiento se analizaron tres réplicas, ademas, encada uno de los
ensayos se incluyo un testigo inoculado, asi como un testigo absoluto (sin inocular). El experimento
completo se realizd6 dos veces. Las evaluaciones se realizaron a los 60 dias después de la
inoculacion (ddi), donde las variables evaluadas fueron: altura de la planta, FR, peso fresco y
porcentaje de necrosis en raiz. Para evaluar la cantidad final de juveniles, se tomo el suelo
rizosférico y se realizo la técnica de tamiz-embudo de Baerman (Jenkins 1964), mientras que, la

cantidad final de huevos se evalu6 mediante del método descrito por Hussey y Barker (1973).

Analisis estadistico

El factor de reproduccion se determin6 con la formula RF= P{/Pi, donde Pi es la poblacion inicial
de nematodos al momento de la inoculacion y Pf es el nimero final de nematodos al momento de
la extraccion de cada raiz. Los datos obtenidos se transformaron a log (x + 1) para estandarizar la
varianza. Las medias transformadas se compararon mediante la prueba LSD de Fisher (P <0.05)

con la version 9.3 del software SAS (SAS Institute, Cary, North Carlina, EE.UU.).
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RESULTADOS

Respuesta de cultivares comerciales de tomate a R. reniformis

El nematodo se reprodujo en los tres cultivares evaluados (Imperial, Sweetelle y Byelsa) y ocasion6
necrosis en las raices de las plantas inoculadas. Los tres cultivares presentaron mayor altura de las
plantas y mayor peso de los frutos en los testigos sin inocular. El tratamiento donde se inocul6 la
mayor densidad poblacional de R. reniformis (5000/planta) presentdé menor altura de las plantas y
menor peso de los frutos. En el cultivar imperial, la altura de las plantas y el peso de los frutos se
redujo en un 25.9 y 27.1%, respectivamente con respecto al testigo sin inocular (Cuadro 2). El cv.
Byelsa present6 un resultado muy similar al del cv. Imperial en cuanto a la altura de las plantas, sin
embargo, en peso de frutd este cultivar presentd un mayor porcentaje de reduccion (22.5 'y 53.2%,
respectivamente con respecto al testigo sin inocular). En dichas variables, el cv. Sweetelle fue el
mas afectado con la presencia de R. reniformis, ya que la altura de las plantas y el peso de los frutos
se redujo en un 30.2 y 54%, respectivamente con respecto al testigo sin inocular. No obstante, el
cv. Sweetelle fue el menos preferido por el nematodo, debido a que presentd menor FR, ademas,
fue estadisticamente diferente (P=0.01) a los cvs. Imperial y Byelsa en densidades de 2000 y 5000
juveniles de R. reniformis/maceta (Cuadro 3). En cuanto al porcentaje de necrosis, los tres
cultivares fueron estadisticamente iguales. Aunque el nematodo se reprodujo en menor porcentaje

en el cv. Sweetelle, la severidad de los sintomas fue estadisticamente igual en las tres cultivares.

Evaluacion de nematicidas

En la evaluacion de nematicidas, los dos experimentos mostraron la misma tendencia, sin embargo,
en el primer experimento, se observaron plantas mas altas y la reproduccion de R. reniformis fue
menor con respecto al segundo experimento, donde se observaron plantas de menor tamafio y raices
con mayor raquitismo y porcentaje de necrosis, asi como mayor FR de R. reniformis. Sin embargo,
no presentaron significancia estadistica. Cabe mencionar que los experimentos se realizaron en dos
temporadas diferentes (el primero se realizd en los meses de enero a marzo de 2024 y el segundo

se realizé de marzo a mayo del mismo afio).
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Nematicidas quimicos

Los tratamientos mostraron diferencia significativa con respecto al testigo inoculado y al testigo
absoluto. Los cuatro productos quimicos (fluazaindolizine, fluensulfone, fluopyram y avermectina)
evaluados disminuyeron el FR y severidad de los sintomas de R. reniformis a los 60 dias después
de la inoculacion. Sin embargo, el tratamiento con fluazaindolizine fue el que mostré menor FR y
porcentaje de necrosis, es decir disminuyd en 96 y 91.8% el FR del nematodo y el porcentaje de
dafio, respectivamente (Figura 1). Ademas, este tratamiento también present6 el mayor peso fresco
de raiz seguido del control absoluto. Sin embargo, el tratamiento que presentd la mayor altura de

la planta fue el tratamiento con fluensulfone seguido del control absoluto (Figuras 1 y 4).

Nematicidas biolégicos

En este caso los tratamientos mostraron diferencia significativa con respecto al testigo inoculado y
al control absoluto, es decir, los cuatro productos de biocontrol (nema-fin®, arrecife®, biofacel®
y lalnix 6nix®) evaluados redujeron el FR de R. reniformis y el porcentaje de necrosis en las raices
de tomate, no obstante, el producto con mayor eficacia fue Pu. lilacinum, ya que disminuy6 en
70% y 79.8% la cantidad de huevos y juveniles del nematodo, respectivamente (Figura 2). Ademas,
disminuy6 el porcentaje de necrosis en 65%, no obstante, el porcentaje de necrosis fue
estadisticamente igual al tratamiento con Po. chlamydosporia 'y Pu. lilacinum / B. firmus, los cuales
redujeron la necrosis en 55 y 50.9%, respectivamente (Figura 2). Los tratamientos que mostraron
mayor peso fresco de raiz después del control absoluto fueron Po. chlamydosporia,y Pu. lilacinum
/Bacillus firmus, en cuanto a altura de la planta, los tratamientos fueron estadisticamente iguales al

control inoculado (Figuras 2 y 4).

Nematicidas botanicos

Al igual que los productos quimicos y bilogicos, los tratamientos fueron estadisticamente diferentes
al testigo inoculado. El tratamiento que corresponde a la mezcla de extractos botanicos y agentes
de control bilégico mostré el menor FR seguido por el tratamiento de extracto de quillaja, este
tratamiento redujo el FR de R. reniformis en 66%, ademas redujo un 65% la necrosis en las raices
(Figura 3). Por otra parte, los tratamientos de extracto de canela, neem, epazote y yuca y el
tratamiento de extracto de pino, orégano e higuerilla fueron estadisticamente iguales y redujeron

el FR en un 49.3 y 51.7% respectivamente. Ademas, el tratamiento de extracto de quillaja mostro
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mayor peso fresco de raiz después del control absoluto (Figuras 3 y 4). En cuanto, a la altura de la
planta, todos los tratamientos fueron estadisticamente igual al control absoluto y diferentes al

control inoculado (Figuras 3 y 4).

DISCUSION

Aunque en los dos experimentos realizados se observo la misma tendencia de los tratamientos. En
el primer experimento las plantas mostraron mayor altura y menor reproduccion de R. reniformis,
aunque no fue significativo estadisticamente. Esto puede deberse a que ambos experimentos se
realizaron bajo diferente rango temperaturas. El primer experimento se realizé de enero a marzo
de 2024 con rango de temperatura entre 13 y 28°C, y el segundo experimento se llevé a cabo de
marzo a mayo de 2024 con temperaturas de 20 a 35°C. En este sentido, se ha reportado que la
duracion del ciclo de vida de los nematodos fitoparasitos depende en gran medida de la temperatura
del suelo (Bridge y Starr, 2007). La temperatura dptima para el desarrollo de R. reniformis fluctia
de 23 a 30 °C (Greco y Di Vito 2009; Tomaz, et al. 2021).

En la evaluacion de los nematicidas quimicos se observd que todos los productos evaluados
presentaron buena eficacia (>79%) en el control de R. reniformis, sin embargo, fluazaindolizine
fue el nematicida que redujo mayormente el FR del nematodo y la severidad de los sintomas en
plantas de tomate (98%), seguido por el fluopyram (96%). El fluazaindolizine es un nematicida
perteneciente al grupo de las sulfonamidas con modo de accion desconocido (Lahm et al., 2017).
Recientemente se han realizado estudios donde el fluazaindolizine mostrd una alta efectividad en
el control de juveniles de Tylenchulus semipenetrans (nematodo de los citricos) debido a su largo
tiempo de residualidad, aunado a que los nematodos semiendopardsitos migran durante unas
semanas en el exterior de las raices y permanecen con el extremo posterior de las hembras expuesto
a la rizosfera (Wu et al., 2021). Ademas, se ha comprobado la buena eficacia de fluazaindolizine
contra Meloidogyne incognita en diversos cultivos, incluyendo tomate (Silva et al., 2019; Wram y
Zasada 2019; Catherine y Zasada, 2020) y pepino (Hajihassani et al., 2019) al reducir la
reproduccion del nematodo y agallamiento ocasionado. El resto de los nematicidas quimicos

(fluopyram, avermectina y fluensulfone) no mostraron diferencia significativa en cuanto al
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porcentaje de necrosis en raices y aunque visualmente el tratamiento de fluensulfone mostré mayor
altura de las plantas fue estadisticamente igual al resto de los tratamientos quimicos. Estos
resultados coincidieron con lo reportado por Bhuyan et al. (2024).

Cabe senalar que nuestro estudio demostro la eficacia de 90% del nematicida fluensulfone contra
R. reniformis en cultivo de tomate; asi como otros estudios han reportado su alta eficacia (91%)
contra M. incognita (Hajihassani et al., 2019). Ademas, se ha observado su efecto en otros
nematodos fitoparasitos como Xiphinema, Aphelenchoides y Pratylenchus penetrans (Oka, 2014).
Algunos estudios sugieren que el fluensulfone afecta la quimiotaxis y la tasa de infeccion del
nematodo debido a que afecta la eclosion de los huevos y produce la muerte de individuos juveniles
(Oka y Saroya, 2019).

Por otro lado, el producto fluopyram del grupo de las carboxamidas fue el segundo nematicida
quimico en eficacia respecto a la reduccion del FR de R reniformis y el porcentaje de necrosis de
las raices. Fluopyram se ha reportado como un producto efectivo en el control de M. paranaensis
en cultivo de café con una eficacia control de 100% (Arita et al., 2020). También se ha demostrado
la eficacia de este nematicida en el control de Meloidogyne spp. en tomate (Silva et al., 2019;
Watson, 2022; Loffredo et al., 2024). Incluso se ha reportado la eficacia del fluopyram >80% en el
control del nematodo reniforme en cultivos como algodon (Grabau et al., 2021).

En este estudio se evaluaron cuatro nematicidas bioldgicos, los cuales fueron efectivos en el control
de R. reniformis. Cabe resaltar que, el tratamiento a base de Pu. lilacinum present6 el menor FR
del nematodo y menor porcentaje de necrosis en las raices de tomate. Este hongo se ha reportado
como un buen agente de biocontrol de Meloidogyne spp. en cultivos como berenjena, algodon y
tomate (Eapen et al., 2005; Wang et al., 2010; Vyas et al., 2011; Yang et al., 2011). Purpureocillum
lilacinum es un hongo cosmopolita que es conocido principalmente por su capacidad nematofaga
a través de diferentes mecanismos de accion (Moreno-Gavira et al., 2020), incluyendo el
parasitismo, donde se ha observado la produccion de enzimas liticas causantes del efecto
nematicida, ademads se ha descrito la sintesis de amilasas, lipasas, proteasas y quitinasas asociadas
a esta especie (Singh et al., 2013; Giné y Sorribas, 2017). La produccién de metabolitos
secundarios (antibiosis) es otro de los mecanismos de accion de Pu. lilacinum, incluyendo la
sintesis de alcaloides, compuestos fendlicos, compuestos organicos volatiles, esteroides,
flavonoides, péptidos, policétidos, quinonas y terpenoides (Lima-Rivera et al., 2016; Lugtenberg

et al., 2016; Saha et al., 2016). Por su parte, Li et al. (2020) describieron 148 metabolitos activos
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producidos por diferentes especies de Purpureocillum que pueden ser utilizados para el desarrollo
de fArmacos o agroquimicos. A diferencia de otros agentes biologicos, Pu. lilacinum puede actuar
en diferentes etapas del desarrollo de los nematodos infectando huevos, juveniles o adultos. La
cascara del huevo de nematodo es la principal barrera contra los agentes parasitos y proporciona
resistencia tanto a los nematicidas quimicos como a los compuestos biologicos, sin embargo, Pu.
lilacinum es capaz de secretar enzimas (quitinasas) para degradar esta barrera y desplegar
mecanismos involucrados en el parasitismo (Sacristan y Howlett, 2006). Asimismo, diversos
estudios demostraron que la eficacia de este hongo en el manejo de nematodos puede ser >70%,
particularmente contra especies sedentarias (Dallemole-Giaretta et al., 2012; Yang et al., 2015).
Otro hongo que resultd ser igual de efectivo que Pu. lilacinum fue Po. chlamydosporia, estos
resultados coinciden con lo reportado por Wang et al. (2005), donde se demostraron que Po.
chlamydosporia puede parasitar los huevos del nematodo reniforme bajo condiciones in vitro y
puede suprimir las cantidades de R. reniformis en condiciones de invernadero. Pochonia
chlamydosporia también es un ejemplo de hongos que pueden actuar tanto directa como
indirectamente, es decir, la actividad nematicida podria atribuirse al parasitismo directo del hongo
o debido a la produccion de metabolitos secundarios nematicidas. Se ha demostrado que los hongos
liberan metabolitos toxicos en el medio en el que crecen y se han aislado varios compuestos
nematicidas, como la gliotoxina (Khan et al., 2020; Liu et al., 2020). Ademas, este hongo puede
inducir resistencia de las plantas colonizando las raices y provocando una regulacion positiva de
los genes relacionados con la defensa contra los nematodos fitoparasitos (Escudero y Lopez-Llorca,
2012; Naz et al., 2021).

Los tres extractos botanicos evaluados en este trabajo redujeron el FR de R. reniformis y el
porcentaje de necrosis en las raices de tomate. Sin embargo, el tratamiento a base de una mezcla
de extractos botdnicos con microrganismos biocontroladores (nematrix®) fue el que redujo
mayormente el FR del nematodo y porcentaje de necrosis en raices. Este producto contiene hongos
biocontroladores como Pu. lilacinum, el cual se ha reportado con alta efectividad para el control
de nematodos fitoparasitos (Moreno-Gavira et al., 2020), también contiene extractos de plantas
como yuca (Manihot esculenta), lechuguilla (Agave lechuguilla), nopal (Opuntia ficus-indica),
higuerilla (Ricinus communis) y cascara de nuez (Juglans regia). En este sentido, algunos estudios
reportaron al extracto de yuca con alto efecto nematicida para el control del nematodo M. incognita

en plantas de zanahoria (Daucus carota) y tomate (Baldin ef al., 2012; Manneh et al., 2016). Por
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otra parte, el extracto de higuerilla es considerado un nematicida eficiente en el control de
Meloidogyne, Pratylenchus y Rotylenchulus (Ray et al., 2016; Kouakou et al., 2017; Estelle, et al.,
2023) debido a la ricina y la ricinusaglutinina contenidas en la semilla y estos compuestos son
capaces de adherirse fuertemente a los 6rganos vitales de los nematodos fitoparasitos y modificar
su comportamiento quimiotactico o incluso causar su muerte (Estelle, et al, 2023). Asimismo, los
residuos de céscara de nuez se han reportado como una alternativa para el manejo de nematodos
fitoparasitos, y se ha indicado que las naftoquinonas provenientes de los desechos del
procesamiento agroindustrial del fruto de nuez, tienen actividad nematicida (Marques, 2024).

Otro de los productos botanicos que redujo considerablemente el FR del nematodo reniforme, fue
el tratamiento a base de extracto de quillaja (Quillaja brasiliensis), asimismo, este producto es
utilizado como insecticida y molusquicida debido a que es rico en saponinas (Gonzalez y San
Martin 2013; Adomaitis y Skujien¢ 2020). Recientemente se han evaluado las saponinas para el
control de nematodos fitoparasitos, demostrando su eficacia para el control de algunas especies de
los géneros Meloidogyne, Globodera, Xiphinema y Pratylenchus, afectando la motilidad de los J2
y la viabilidad de los huevos (D'Addabbo et al., 2020). El producto a base de extracto de canela,
neem (Azadirachta indica), epazote y yuca mostr6 una eficacia igual al producto a base de extracto
de pino, orégano ¢ higuerilla ya que ambos redujeron el FR en un 50%. En este sentido, otros
estudios indicaron que el aceite de canela es un nematicida efectivo para el control de
Bursaphelenchus xylophilus y Aphelenchoides fragarie (Ruisheng et al., 2017) y se ha demostrado
que este aceite esencial tiene un efecto inhibidor sobre la acetilcolinesterasa de B. xylophilus (Kang
et al., 2013). Similarmente, se ha demostrado que el extracto de neem es efectivo para el control
de nematodos de importancia econdmica como especies de Meloidogyne (Danahap et al., 2024).
Recientemente se encontrd que el extracto acuoso y metandlico de neem contiene componentes
bioldgicamente activos como alcaloides, carbohidratos, flavonoides, glucésidos cardiacos,
antraquinonas, saponinas, esteroides y serpenos, estudios reportan estos compuestos bioactivos con
alto efecto nematicida (Okechalu et al., 2020; Danahap et al., 2024; Djiwanti et al., 2024). El aceite
o extracto de higuerilla también se ha mostrado con efecto nematicida sobre Aphelenchus fragarie,
y el componente principal de esta planta es la ricina, la cual es toxica para los nematodos
fitoparasitos afectando principalmente los estados juveniles (j2) (Djiwanti ef al., 2024). El extracto
de orégano también ha sido muy estudiado en el control de nematodos fitoparasitos (principalmente

especies de Meloidogyne), y se ha indicado que el aceite de orégano contiene altos niveles de timol
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y carvacrol (Sosa et al., 2020), siendo este tltimo un compuesto con efectos nematicida (Ntalli et
al., 2010).

La evaluacion de los tres cultivares comerciales de tomate mostro que el cv. Sweetelle fue el menos
preferido por el nematodo R. remiformis debido a que presentd menor FR, sin embargo, el
porcentaje de necrosis fue estadisticamente igual a los cv. Byelsa e Imperial. La posible causa de
este resultado puede deberse a que si bien la informacion sobre cultivares de tomate resistentes a
R. reniformis es escasa, existe informacion sobre otros cultivos como algodon con estudios sobre
genes de resistencia (Turner et al., 2023). Se ha identificado resistencia a R. reniformis en al menos
10 de las 50 especies de algodon, la especie G. longicalyx mostré inmunidad a R. reniformis (Li et
al., 2018). En diversas especies de algodon, se han identificado seis genes de resistencia a R.
reniformis, que van desde la accion dominante parcial, la dominante y la recesiva (Khanal ef al.,
2018). En el cultivo de tomate, McEwan et al. (2014) reportaron siete genotipos resistentes a R.
reniformis. En este cultivo de tomate se han aislado y caracterizado con éxito genes de resistencia
a M. incognita y al nematodo del quiste (Globodera rostochiensis) (Weaver et al., 2007).
Resultados similares se han demostrado en otros estudios donde sefialaron que existen genes con
resistencia a R. reniformis, tal es el caso de cultivares de algodon, garbanzo y soya (Anver, 2023;
Bhuyan et al., 2024; Loreto et al., 2024). Estos genes de resistencia estan relacionados con la
patogenicidad y activan sustancias inhibidoras de proteasas que impiden el desdoblamiento de las
proteinas (Quintero y Castafio, 2012; Bhuyan et al., 2024; Loreto et al., 2024).

En general, este estudio reveld que diversos nematicidas bioldgicos, quimicos y botdnicos fueron
efectivos para reducir el FR y la severidad de los sintomas ocasionados por R. reniformis en plantas
de tomate. En el caso de los productos quimicos, la menor reproduccion del nematodo y severidad
de los sintomas se registro en el tratamiento de fluazaindolizine, mientras que en el caso de los
productos bioldgicos el mejor tratamiento fue Purpuriocillium lilacinum. En los extractos
botanicos los mejores tratamientos fueron extracto de quillaja y la mezcla de extractos botanicos
con microrganismos de biocontrol. Ademas, este estudio mostré que existen diferencias en la
susceptibilidad de los diferentes cultivares de tomate en relacion con el factor de reproduccion de
R. reniformis. Se recomiendan estudios posteriores con mayor detalle sobre los productos que
resultaron con mayor efectividad para el control de R. reniformis en otros cultivos que se siembran

en la zona norte de México para poder establecer un manejo integrado del nematodo reniforme.
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Cuadro 1. Nematicidas, dosis y momento de aplicacion de los productos quimicos, bioldgicos y
botanicos evaluados para el control de R. reniformis en plantas de tomate bajo condiciones de
invernadero.

Ingrediente activo Produc.t 0 Dosis Momento de aplicacion Nu.melzo de
comercial aplicaciones
Fluensulfone Nimitz 2.0 L/ha 10 dias antes del 1
trasplante
14 dias después del
Fluopyram Verango 1.0 L/ha trasplante 1
Fluazaindolizine Salibro 1.5 L/ha | 1 dia antes del trasplante 1
Avermectina Oregon 1.25 L/ha 14 dias después del 1
trasplante
Pochonida Momento de igoculacién
chlamydosporia Nema-fin | 250 g/ha 7 ddl' 3
14 ddi
Bacillus Momento de inoculacion
Sfirmus/Purpureocillium | Arrecife 5L/ha 7 ddi 3
lilacinum 14 ddi
Purpureocillium . Momento de igoculacién
lilacinum Biofacel | 0.5 Kg/ha 7 ddl' 3
14 ddi
. ) Momento de inoculacion
methl;;loctlifé;;zicus L('?Illtil)lix 1.5 L/ha 7 ddi. 3
14 ddi
Extracto de cascara de
nuez, lechuguilla,
noP;tr};friilng’u};nuca' . Momento de igoculacién
oo . Nematrix 5 L/ha 7 ddi 3
lilacinum, Bacillus .
2 14 ddi
subtilis y
Pseudomonas
fluorescens
Extracto de canela Momento de igoculacién
’ Extracfin 4 L/ha 7 ddi 3
neem, epazote y yuca 14 ddi
Momento de inoculacion
Extracto de quillaja Fly-Not 1.5 L/ha 7 ddi 3
14 ddi
Extracto de pino Momento de igoculacién
. . o Nem-Over 2 L/ha 7 ddi 3
orégano e higuerilla 14 ddi

92



Frog
n
>

>
s 8
=

]
g 35 ~ 8
J
£ w0 =7
g 2 60
SE 25 g
2s 2 50
ES 20 -
23 g0
5~ 15 B
E B 2 3 B B
s W c B z 20
& s DE 10 v
o | e DE )| c
Fluazaindolizine Fluopyram  Avermectina  Fluensulfone Testigo  Testigo absoluto Fluazaindolizine Fluopyram  Avermectina  Fluensulfone Testigo  Testigo absoluto
inoculado inoculado
160
i r C D
70 I 140 BC AB
~ BC BC
60 E 120 C
c) B ¢
250 2100
] C 5
=
= 40 {6 = 80
] cD g
30
Z D : ¥
=2 =)
<
10 20
0 T T T T T 0 ; ’ ; ;
Fluazaindolizine  Fluop Avermectina | Testigo  Testigo absoluto Fluazaindolizine Fluopyram  Avermectina  Fluensulfone Testigo  Testigo absoluto
inoculado inoculado

Figura 1. Evaluacion de plantas de tomate inoculadas con R. reniformis y tratadas con productos
quimicos. A) Factor de reproduccion de R. reniformis. B) Porcentaje de necrosis en raices. C) Altura
de las plantas. D) Peso de raiz.
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Figura 2. Evaluacion de plantas de tomate inoculadas con R. reniformis y tratadas con nematicidas
bioldgicos. A) Factor de reproduccion de R. reniformis. B) Porcentaje de necrosis en raices. C)
Peso fresco de raiz. D) Altura de las plantas.
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Figura 3. Evaluacion de plantas de tomate inoculadas con R. reniformis y tratadas con productos
a base de extractos botdnicos. A) Factor de reproduccion de R. reniformis. B) Porcentaje de necrosis
en raices. C) Peso fresco de raiz. D) Altura de las plantas.

Cuadro 2. Resultados de altura de planta, peso de frutos, factor de reproduccion y porcentaje de
necrosis en tres cultivares comerciales de tomate con distintas concentraciones de indculo de R.

reniformis.
. Concentracion Altura de la Peso de frutos .
Cultivar de inéculo planta (cm) (kg) FR Necrosis (%)
0 109.5+19a 2.10+0.05a Oc 0b
Imperial 2000 926+3.0b 1.79+0.02b 2.28+0.09 a 733+42a
5000 81.1+2.1¢ 1.53+0.02 ¢ 1.52+0.02b 81.6+4.0a
0 227.0+4.6a 047x0.01la Oc Oc
Swetelle 2000 178.1+5.1b 0.45+0.02a 1.19+0.10a 816+16b
5000 158.3+35¢ 0.20+0.03b 0.73+0.08b 90.0x0a
0 126.5+2.0a 1.67+0.09 a Oc 0b
Byelsa 2000 1106+ 1.7b 0.94+0.01b 2.39+0.10a 750+50a
5000 98.0+2.0c 0.78+0.03 b 1.65+0.06b 81.6+4.0a
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Cuadro 3. Comparacion de medias de factor de reproduccion y porcentaje de necrosis de tres
cultivares comerciales de tomate a dos diferentes densidades poblacionales.

Densidad poblacional  Cultivares comerciales FR Necrosis (%)
Imperial 2.284+0.091 a 73.3+42a
2000 Sweetelle 1.19+0.102 b 816+16a
Byelsa 2.39+£0.105 a 75.0+5a
Imperial 1.52+0.027 a 81.6+4.0a
5000 Sweetelle 0.73+£0.083 b 90.0x0a
Byelsa 1.65+0.067 a 81.6+4.0a

96



6. CONCLUSIONES GENERALES

En este estudio se identifico a Rotylenchulus reniformis mediante una combinacion de
andlisis morfolégicos y filogenéticos. Las poblaciones de este nematodo estdn ampliamente
distribuidas en los campos de tomate de Sinaloa, México y, aunque presentan una variacion
morfologica y molecular limitada, difieren en cuanto a su factor de reproduccion. En los resultados
de interaccion de R. reniformis con M. enterolobii se demostrd que, en inoculaciones individuales,
Meloidogyne enterolobii y Rotylenchulus reniformis exhibieron el mayor factor de reproduccion
(FR) y severidad de la enfermedad en plantas de tomate y pepino. En tratamientos donde una
especie fue inoculada antes que la otra, la especie inoculada primero mostré un mayor FR y causo
mayor severidad de la enfermedad. En co-inoculaciones simultaneas, ambos nematodos redujeron
su FR y causaron menor severidad de los sintomas en plantas de tomate y pepino. Sin embargo, en
plantas de tomate, la reproduccion de R. reniformis fue més afectada en comparacion con la de M.
enterolobii. Ademas, este estudio reveld que diversos nematicidas bioldgicos, quimicos y botanicos
fueron efectivos para reducir el FR y la severidad de los sintomas ocasionados por R. reniformis
en plantas de tomate. En el caso de los productos quimicos, la menor reproduccién del nematodo
y severidad de los sintomas se registré en el tratamiento de fluazaindolizine, mientras que en el
caso de los productos bioldgicos el mejor tratamiento fue Purpuriocillium lilacinum. Entretanto,
en los extractos botanicos los mejores tratamientos fueron extracto de quillaja y la mezcla de
extractos botanicos con microrganismos de biocontrol. Ademas, este estudio mostro que existen
diferencias en la susceptibilidad de los diferente cultivares de tomate en relacion con el factor de
reproduccion de R. reniformis. Se recomiendan estudios posteriores con mayor detalle sobre los
productos que resultaron con mayor efectividad para el control de R. reniformis en otros cultivos
que se siembran en la zona norte de México para poder establecer un manejo integrado del

nematodo reniforme.
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