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Identificacién de Poblaciones de Meloidogyne incognita en Guayabo (Psidium
guajava L.) y la Recuperacién de Microorganismos Asociados a su Control en la
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ANA MARIA ACOSTA ZAMARRIPA
MAESTR{A EN PARASITOLOGIA AGRICOLA
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA, Abril 2002
Dr. Gabriel Gallegos Morales
Palabras clave: Meloidogyne spp, Bacillus spp, Paecilomyces sp,

Guayabo.
En mayor o menor grado el parasitismo del nematodo agallador de raices
Meloidogyne spp se encuentra presente en el 90 por ciento de la superficie del
cultivo de guayabo en la region de Calvillo, Ags. La amplia diseminacidn de este
nematodo esta asociada al método de propagacion por hijuelos, no solo a nivel
regional sino nacional, de ahi que las plantaciones recientes estén asociadas a
una productiva limitada. Este nematodo representa un problema de importancia
econémica, dado que afecta el rendimiento y la vida productiva del arbol,
causandole la muerte cuando el ataque es severo. Estudios realizados en otros

paises reportan la posibilidad de utilizar organismos patégenos de nematodos



para el control de Meloidogyne. En México no se tienen informes de las
especies que atacan al cultivo del guayabo, ni de la utilizacion de agentes de
control biol6égico de neméatodos. Basado en lo anterior, los objetivos de este
estudio fueron conocer la especie(s) de nematodo(s) agalladores de la raiz en
guayabo en la region de Calvillo, Aguascalientes y aislar e identificar los

posibles agentes de control biolégico de Meloidogyne spp.

En huertas de guayabo de las localidades de Cerro Blanco, Mesa
Grande, La Labor y Malpaso, del municipio de Calvillo, Aguascalientes se
realizaron colectas de suelo y raiz. Los nematodos colectados se identificaron a
nivel de especie por medio de patrones perineales de hembras adultas, asi
como la observacion de la parte anterior de la cabeza de los machos. De las
cuatro localidades se obtuvo un total de 20 poblaciones diferentes de
Meloidogyne, en las cuales se encontr6 Meloidogyne incognita con una
frecuencia del 100 por ciento, en forma adicional se identificaron dos diferentes
nematodos bacteri6fagos y depredadores Rhabditis sp y Mononchus sp, y se
aislaron tres bacterias del género Bacillus, B. cereus/thuringiensis, B.
subtilis y B. megaterum, asi como un hongo identificado como Paecilomyces

farinosus.



ABSTRACT

Identification of populations of Meloidogyne incognita in guava (Psidium
guajava L.) and recovery of microrganisms associated to their control in
Calvillo, Aguascalientes.

By

ANA MARIA ACOSTA ZAMARRIPA

MASTER OF SCIENCE
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BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA, APRIL 2002

Dr, Gabriel Gallegos Morales

Keywords: Meloidogyne spp, Bacillus spp, Paecilomyces sp, Guava.

With variable intensity the parasistim of the root knot nematode
Meloidogyne spp is found in 90 per cent of the area cultivated with guava in the
Calvillo, Ags. region. The wide disemination of this nemtode is asociatted to the
nation - wide propagation technique thats uses root plantlets, therefore, the
youngest guava orchards will have a limited productivity if the nematode

infestation is severe. Several studies carried out in other countries report the



possibbility to utilize bio control agents to control Meloidogyne. In Mexico there
are not reports about the Meloidogyne species associated to guava, besides
there is a lack of information about the use of bio control agents to management
the root knot nematode in this crop. Consequently, the objectives of this study
were to gain insight about the Meloidogyne species associated to guava roots in
the Calvillo, Ags. area as well as to identify the potential Meloidogyne -bio

control agents in that area.

Guava orchards located in the Cerro Blanco, Mesa Grande, La Labor and
Malpaso sites were sampled to collect soil and guava roots. The extracted
nematodes were identified to species level using the perineal patterns of adult
females as well as characteristics of the cephalic portion of male aduits.
Meloidogyne incognita was found in all visited orchards. The predator
nematodes Rhabditis and Mononchus were also identified. Three Bacillus
species were identified: B. cereus/thuringiensis, B. subtilis and B. megaterum

as well as the fungus Paecilomyces farinosus.
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INTRODUCCION

El guayabo (Psidium guajava L) es un arbol cultivado de gran
importancia en nuestro pais, por la superficie que ocupa y por el volumen de
produccién obtenida que se estima cercana a las 192 mil toneladas, con un
valor estimado de 296 millones de pesos. Ademas, es una actividad social
relevante, ya que se dedican a este cultivo alrededor de 3 mil productores y
genera 1.4 millones de jornales al arfio, sin considerar los empleos en la
industria, transporte y comercializacion de la fruta; de su explotacion directa
dependen aproximadamente 5,500 familias. Lo anterior pone de manifiesto la
importancia social y econémica que el cultivo del guayabo representa para
México y especialmente para Aguascalientes, donde se considera el primer

cultivo de importancia econémica y el tercero en importancia social.

La produccién de guayaba es afectada por problemas diversos,
destacando el picudo de la guayaba (complejo de especies dentro del género
Conotrachelus spp.); las moscas de la fruta (Anastrepha striata y A. spp.; el
“temolillo” (Cyclocephala lunulata); y problemas radicales entre los que se
encuentran el complejo de nematodos formadores de agallas, de estos poco se
conoce. Este problema en los ultimos afios se ha incrementado a tal grado que

ha ocasionado nhumerosos casos de mortalidad.



En la actualidad se estan probando algunos métodos que ayudan en el
combate contra nematodos fitopatégenos. Entre ellos destacan los reguladores
biolégicos, la biotecnologia, la manipulacién ambiental, la alopatia y los

nematicidas mejorados.

Con la presente investigacion se pretende abrir caminos que conduzcan

a solucionar de una manera mas econémica, el problema que representa el

nematodo agallador Meloidogyne en el cultivo del guayabo, utilizando
microorganismos que son aislados de su propio agroecosistema; para lograr lo

anterior se plantearon los siguientes .

OBJETIVOS

1. - Identificar la(s) especie(s) de nematodos del género Meloidogyne

que se encuentran parasitando al cultivo del guayabo en cuatro localidades del

municipio de Calvillo, Aguascalientes.

2. - Aislar los hongos y bacterias presentes en el agroecosistema del

cultivo del guayabo afectado por el nematodo agallador.



REVISION DE LITERATURA

El Cultivo del Guayabo

El guayabo (Psidium guajava L.), es un frutal de los trépicos
americanos, perteneciente al Orden Myrtales y a la Familia Myrtaceae. Es un
arbol pequefio de raices poco profundas, que alcanza una altura de 3 a 10
metros, con tendencia a ramificar cerca de la superficie del suelo y a producir
retofios en las raices cercanas a la base del tronco; éste y las ramas viejas se
descortezan continuamente; las ramitas jévenes son cuadrangulares, presentan
hojas simples, opuestas y coriaceas; las flores son bisexuales, actinomorfas,
con cuatro o cinco pétalos y numerosos estambres, un pistilo y ovario infero; el

fruto es una baya.

Origen

La guayaba es originaria de América, entre México a Per(. Después de
la llegada de Colén al nuevo continente, este frutal se propagd a otros

continentes, a tal grado que llegé a creerse que era originario de Indochina o

Malasia.



El guayabo se ha extendido ampliamente y aclimatado en muchas
regiones. Se comenta que su centro de origen es América tropical y las Antillas
(Anonimo, 1989). Actualmente es un importante cultivo en huertos caseros de
las tierras bajas de los tropicos y subtropicos del mundo; el género Psidium
tiene 150 especies nativas en Ameérica tropical y subtropical, muchas de las

cuales pueden ser importantes para fines de mejoramiento.

Distribucion mundial

La guayaba es una especie tropical, propagada en las Antillas, donde se
le compara frecuentemente con la manzana por su aspecto y la utilizacién de
sus frutos (Mata y Rodriguez, 1990). Del trépico se llevé a Europa y en la
actualidad se le encuentra en todas las areas tropicales y subtropicales del
mundo: se cultiva en forma comercial en la India, Pakistan, EUA (Hawai y
Florida), Sudamérica, Brasil, Puerto Rico, Cuba, y algunos otros paises Yy

regiones (Mata y Rodriguez, 1990).

Esta especie se encuentra desde el nivel del mar hasta los 1500 msnm.
Se desarrolla en lugares altos, siempre y cuando en estos no sean frecuentes
las escarchas ni las temperaturas inferiores a los cero grados centigrados

durante tiempo prolongado. Por otro lado (Gonzalez 1994), afirma que el

intervalo de temperatura para este cultivo es de 15 -35°C.



Distribucién nacional

México cuenta con una gran superficie dedicada al cultivo del guayabo,

gue alcanza las 20 mil hectéreas (Gonzalez, 1994).

El guayabo en México esta distribuido en los estados de Tamaulipas,
San Luis Potosi, Puebla, Veracruz, Tabasco, Campeche, Chiapas, Oaxaca,
Guerrero, Michoacan, Jalisco, Colima, Nayarit, Sinaloa, Sonora, etc.,

generalmente como planta cultivada o silvestre, com(n a la orilla de los caminos

(Niembro, 1986).

A nivel nacional la regién productora de guayaba mas importante se
localiza en los estados de Aguascalientes, y Zacatecas, donde se cultivan 13
mil hectareas, region conocida como “ Calvillo- Cafiones “. En el municipio de
Calvillo, Aguascalientes, este frutal ocupa 7,594 hectareas, que representa el
67.6 por ciento de la superficie nacional, con un rendimiento promedio de 15.7

toneladas por hectarea (Gonzalez, 1994).

En Aguascalientes se cultiva desde hace un siglo aproximadamente; este
estado ocupa el primer lugar de produccién desde 1960. En Zacatecas su
cultivo se inicié entre 1955 y 1958; sin embargo, es importante sefialar que, a
futuro, puede llegar a ser el principal productor pues cuenta con un potencial
cercano a las 100 mil hectareas en el Cafién de Juchipila, regién que retne las

condiciones ecol6gicas para su produccion (Mata y Rodriguez, 1990).



Sintomatologia y dafios en el guayabo causado por nematodos.

La produccién de frutales es frecuentemente afectadas por la presencia
de nematodos fitoparasitos en diversas partes del mundo. El dafio causado
puede ser directo e indirecto. Los sintomas en las raices se manifiestan por
adhesion de particulas de suelo en los lugares donde se encuentra alojada la
hembra adulta Suarez et al. (1995). La presencia del género Meloidogyne en
plantaciones de guayabo constituye uno de los factores limitantes del cultivo
debido a las grandes pérdidas producidas por la reduccién en el rendimiento de
48 a 57 por ciento (Rodriguez et al., 1985). Es importante destacar que en la
guayaba como en la mayoria de los frutales, excepto frutas citricas y musaceas,
no esté registrado el uso de nematicidas; por lo tanto, las aplicaciones de los
mismos tienen que realizarse bajo supervision de un técnico debidamente

preparado.

Suarez et al. (1995), sefialan que los nematodos fitoparasitos son
microorganismos, generalmente presentes en el suelo y en raices de cultivos de
importancia econémica, entre los que cabe mencionar a los frutales. Su
presencia pasa muchas veces inadvertida en la planta donde establece su
parasitismo, de ahi que se confunda frecuentemente el ataque de nemaodos

con deficiencia de nutrientes.



El dafio causado por estos organismos puede ser directo e indirecto; el
primero se origina por ruptura de las células de la planta mediante el estilete del
nematodo, por la disolucién de las paredes o por la induccion de cambios
fisiolégicos en las células y por la inyeccién de sustancias a través del estilete.
El dafio indirecto, es consecuencia del dafio directo, el cual causa una
predisposicién de la planta al ataque de otros microorganismos patogénicos
como hongos, bacterias y virus. Este tipo de dafios da origen a la manifestacion

de sintomas que no son caracteristicos, pero si indicativos a nivel de campo

(Suérez et al., 1995).

Los sintomas pueden dividirse en aéreos y subterraneos. Los sintomas
aéreos se manifiestan por la presencia de manchones en el campo con zonas
de clorosis, atin en presencia de fertilizacién adecuada; marchitez de las hojas;
reduccion del crecimiento y del rendimiento de la planta. Los sintomas
subterraneos pueden ser necrosis externa e interna de las raices, formacién de
agallas por multiplicacién y aumento del tamafio de las células y proliferacion

del numero de raices por acumulacion de sustancias de crecimiento (Roman,

1978).

Nematodos asociados al cultivo del guayabo

Para este cultivo se ha determinado que el género Meloidogyne es el
principal grupo de nematodos patogénicos asociados al mismo (Suarez et al.,

1996 ).



Carrillo et al. (1990), reportaron en el Cafién de Juchipila, Zacatecas, la
presencia de algunos géneros como Helicotylenchus, Ditylenchus,
Aphelenchoides, Aphelenchus, Criconemoides, Tylenchus, Psilenchus,
Dorylaimus , pero considerando al nematodo agallador Meloidogyne javanica

como el causante de los mayores dafios.

Mata y Rodriguez (1985), consignaron una relacién de 22 especies de
nematodos como parasitos del guayabo, pero sefialaron que los géneros mas
importantes son: Helicotylenchus, Pratylenchus, y Meloidogyne, los dos
primeros provocando necrosis en las raices y el Gitimo como formador de
agallas. Asi mismo, mencionan que Meloidogyne incognita es la especie mas
probleméatica en Hawai; sin embargo, en Florida se hace mencién de esta
especie sin atribuirle una mayor importancia. También indicaron que la
importancia de Meloidogyne radica en sus dafios y distribucion; se le
encuentra en todo el mundo y las diferentes especies disminuyen los
rendimientos de las plantas cultivadas especiaimente en regiones tropicales y

subtropicales.

Aguirre et al. (2001), mencionan que en la region de Calvillo, Ags., se
encuentran diferentes géneros de nematodos asociados al cultivo del guayabo

como .Meloidogyne spp, Hemicyliophora spp, Dorylaimus spp y Rhabditis

spp.



Por otro lado Caifizares (1968), en Cuba mencion6 a los nematodos
como una plaga que reviste caracteristicas alarmantes especialmente en
viveros y plantaciones jovenes y consigna un trabajo realizado por el Dr. Jun
quien encontré mas de tres especies del género Meloidogyne parasitando las

raices de las plantas de Psidium guajava.

Crezzoli et al. (1992), mencionan que los principales géneros y especies
de nematodos fitoparasitos asociados al cultivo del guayabo en Venezuela
fueron: Meloidogyne incognita, M. arenaria, Pratylenchus spp, Rotylenchus
spp, Xiphinema americanum, Helicotylenchus sp, Criconemella sp, y

Tylenchus sp.

GENERALIDADES DE Meloidogyne

Jobert en 1878 al analizar arboles de café enfermos, encontr6 raices con
numerosas agallas, en raices laterales, las agallas terminales eran piriformes,
puntiagudas y frecuentemente encorvadas; las mas grandes eran del tamafio
de un chicharo pequefio y contenian hembras de paredes hialinas, con huevos
elipticos encerrados en membranas hialinas que presentaban pequefios
animales vermiformes, y los gusanos emergian de los huevos, que salian de las

raices y se encontraban en altas cantidades en el suelo (Taylor y Sasser, 1978).

Asi mismo, Goeldi 1887 investigd el mismo problema y publicé un

documento sobre la enfermedad de los cafetales, seflalando a Meloidogyne
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exigua como la causa de la enfermedad y la especie caracteristica de un nuevo
género. Los mismos investigadores citan que la especie y el género fueron
sinonimizados primero como Heterodera radicicola después como Heterodera
marioni, hasta que fueron separadas por Chitwood (1949), quien también
describié las cuatro especies mas comunes y ampliamente distribuidas:
Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla. (Taylor y

Sasser, 1978).

Sintomas

Las plantas afectadas por Meloidogyne spp presentan marchitez,
localizandose en manchones a consecuencia de la falta de agua por la carencia
de raices funcionales. Las agallas no son el Unico sintoma visible que se
observa, ya que frecuentemente estan asociadas a raices de escobilla o raices

toscas dandoles un aspecto de escoba a la raiz (Christie, 1991).

Los sintomas ocasionados por el ataque de Meloidogyne spp en la parte
aérea de las plantas afectadas se aprecia como una marchitez generalizada,
reduccion en el tamafio del arbol, hojas pequefias cloréticas, quemado de
bordes, frecuentemente se observa la defoliacién total, frutos pequefios que no
maduran, bajos rendimientos y la muerte de la planta; todos estos sintomas

reflejan el dafio en las raices.
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Los sintomas tipicos de las raices dafiadas son la presencia de agallas o
tumores, las cuales son manifestaciones externas de la actividad de
Meloidogyne; el dafio se inicia al momento de la penetracion de las larvas
juveniles del segundo estadio, la larva entra en la raiz cerca de la punta o zona
de actividad meristematica, moviéndose entre las células no diferenciadas,
introduce su cabeza en el cilindro central en desarrollo. En hospedantes
susceptibles las larvas inducen la formacion de células gigantes de las cuales
contindan alimentandose, por medio del estilete perforan las células del cilindro
vascular, aumentando la proporcién de la division celular en el periciclo; esto da
origen a células gigantes (sincitios) formadas por el agrandamiento de las
células (hipertrofia). Al mismo tiempo hay una intensa multiplicacion de las
células vegetativas (hiperplasia) alrededor de la cabeza de la larva. Estos
cambios son acompariados por el engrosamiento de la raiz para formar agallas

(Cepeda, 1996).

Hospederos

Los neméatodos del género Meloidogyne se alimentan de gran diversidad
de plantas, a tal grado que se considera que casi todos los vegetales cultivados
son susceptibles a estos patdégenos; algunos son tolerantes y no son dafiados
seriamente, mientras que otros son muy susceptibles a una o mas especies

(Christie 1991).
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Cepeda (1996), menciona que a nivel mundial, la gama de hospederos
de Meloidogyne spp comprende mas de 2,000 especies de plantas, que
representan casi todas las familias de vegetales. En México, los cultivos de
importancia econémica que son atacados por este nematodo son aguacate,

alfalfa, algodén, cacahuate, calabaza, durazno, guayabo y vid entre otros.

Distribucion

Ramirez et al. (1995), sefialan que el nematodo Meloidogyne se
encuentra ampliamente distribuido en varias regiones del mundo y mencionan
que se han descrito 45 especies; de las cuales M. incognita, M. javanica, M.

arenaria y M. hapla son las especies mas comunes en el mundo.

En México, el nematodo agallador de las raices se ha reportado en
Guanajuato, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Sinaloa, Veracruz, Coahuila,
Durango, Nuevo Le6n, Tamaulipas, Nayarit, Chiapas, Puebla, Sonora, Tlaxcala,
y Baja California (Castro et al., 1990; Cid del Prado et al., 1998; Godoy y Yéanez,
1999; y Montes, 1988).

La amplia distribucion de estos patdégenos puede atribuirse a varios
factores; por una parte la caracteristica del organismo, de soportar condiciones
adversas y por otra, las condiciones ambientales favorables para que se
incrementen rapidamente las poblaciones; a esto debe agregarse el efecto de

transportar material vegetal o implementos y maquinaria agricola, infestados.
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Especies descritas

Se ha trabajado intensamente en este grupo de nematodos; Taylor y
Sasser (1978), mencionan la existencia de 36 especies; Hirschmann en 1982
reporta 51 especies; Hewlett y Tarjan (1983), sefialan 53 especies. De tal

manera que a finales de 1985 habia aproximadamente 62 especies.

Castilla (1992), menciona que se identificaron seis especies del género
Meloidogyne afectando a diversos cultivos, malezas de numerosas familias
botanicas; entre las especies identificadas de este genero se menciona a
Meloidogyne incognita, M. hapla, M. javanica, M. arenaria, M. attersoni, y

M. decalineata.

Carneiro et al. (1995), mencionan una nueva especie de Meloidogyne

que parasita al cultivo del cafe en Brasil, y la describe como M. konaensis.

Mani et al. (1998), mencionan que 17 géneros de nematodos fueron
detectados en Dhofar en el gobierno de Oman, de los cuales ocho géneros y 11
especies son citados por primera vez. Los géneros de nematodos
econémicamente  importantes  encontrados son:  Helicotylenchus,
Haplolaimus, Meloidogyne, Pratylenchus, Radopholus. Las especies

observadas con mayor frecuencia y con una distribucién mas amplia en varios
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cultivos horticolas y arboles frutales fueron: Meloidogyne incognita, M.

javanica, Helicotylenchus multicinctus 'y Pratylenchus jordanensis.

METODOS DE CONTROL DE M. incognita

En la actualidad se dispone de varios métodos y productos quimicos para
el control de esta plaga. Sin embargo, factores tales como costos, tipo de cultivo

y residualidad y/o fitotoxicidad del nematicida, ocasionan la baja adopcion de

los métodos (Agrios, 1996).

Numerosos organismos del suelo se han encontrado atacando
nematodos, entre ellos los hongos y bacterias son los mas conocidos, aunque
también protozoos, insectos, acaros, virus y nematodos depredadores ejercen
regulacion bajo diferentes condiciones del ecosistema (Kerry y Muller, 1981,

Rodriguez —Kabana 1984)

Fernandez et al. (2000), hacen mencion de la panoramica de la situacion
actual y perspectiva de las alternativas de control de nematodos en Cuba,
tomando en cuenta los aspectos legales, culturales, genéticos, fisicos, quimicos
y de manejo integrado, reflejando el desarrollo de los agentes biocontroladores
como es el caso de los hongos Verticillium chlamydosporium , Trichoderma
spp. Arthrobotrys spp, y Paecilomyces lilacinus, asi como los notables éxitos
en el empleo de las bacterias Corynebacterium pauromelabolum, Pausteria

penetrans y Bacillus thuringiensis.
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En forma general se emplean cuatro tipos de métodos de control. El
control por medio de practicas de cultivo, control biologico, variedades
resistentes y agentes fisicos; por ejemplo, mediante calor y compuestos
quimicos. Con frecuencia se emplea una combinacion de varios de estos
métodos para controlar las enfermedades de las plantas ocasionadas por

nematodos.

Los fitonematodos han sido controlados tradicionalmente con sustancias
quimicas, pero el uso excesivo de estas sustancias (nematicidas), provoca una
gran contaminacion al medio ambiente y perjudica la salud humana (Duncan y

Noling, 1998; Ramirez y Ramirez 1980).

Rojas y Mendoza, (1999 ) mencionan que los nematodos son organismos
que causan dafios severos a los cultivos. Frecuentemente, éstos son
controlados por medio de productos quimicos, los cuales pueden contaminar los
agroecosistemas. Una alternativa para controlar las poblaciones de
fitonematodos a niveles no perjudiciales es por medio de controladores
naturales. Existen informes de diferentes especies parasiticas y depredadoras
de nematodos, apoyados en evidencias experimentales que hacen pensar en la
posibilidad de controlar a las poblaciones de nematodos fitoparasitos al

mantener una alta relacién de estos enemigos en el suelo.
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Los hongos nematé6fagos aparecen en todos los grupos fungosos y estan
divididos en los que tienen estructuras adhesivas especializadas que capturan

nematodos y otros que son productores de toxinas (Jiménez, 1997).

Se present6 un nuevo reto para desarrollar tecnologias alternas y
aplicarlas en el manejo de los fitonematodos, esto como resultado de las
restricciones que se han implantado en el uso de los nematicidas existentes y el
incremento en las areas de cultivo afectadas por parasitos. Tradicionaimente los
métodos empleados para combatir nematodos en la agricultura se han
encasillado dentro de las categorias siguientes: uso de variedades resistentes,
practicas culturales, empleo de nematicidas, rotacion de cultivos y medios

sanitarios (Rich, 1986).

Un factor primordial que debe darse para que una especie ejerza una
regulacién biolégica sobre otra, es el hecho de que sus ciclos biolégicos
coincidan en el tiempo y en el espacio; por su larga coevolucién y por compartir
el mismo habitat; los nematodos y los hongos de interés agricola, en casi todos
sus grupos han establecido diversos grados de asociaciones interespecificas y
asi como existen nematodos micéfagos, es importante reconocer que los
hongos continuamente invaden y degradan a los nematodos en todo tipo de

suelos (Mankau, 1980).
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Control Biolégico de Nematodos Mediante Enemigos Naturales

Bacterias

Zavaleta y Van Gundy (1985), en experimentos “in vitro® mostraron
evidencias de que sustancias voldtiles producidas durante la actividad
metabélica de Serratia marecescenses, Bacillus subtilis, B. cereus,
Micrococcus leteus, Escherichia coli, y siete rizobacterias no identificadas
estuvieron involucradas en la inactivaciéon y muerte de la J2 de M. incognita.
Los resultados indicaron que las bacterias fueron capaces de producir los
volatiles nematéxicos solamente cuando la fuente de nitrégeno en su medio de

crecimiento fue de origen organico y en la forma de grupo amino

Uno de los organismos mas promisorios y con gran potencial
biocontrolador es la bacteria Pausteria penetrans (Thorne) Sayre y Starr. Este
organismo es un parasito obligado de nematodos, en especial del género
Meloidogyne, el cual inhibe la produccién de masas de huevos y afecta las
_ futuras generaciones (Sterling, 1991). Minton & Sayre (1989), encontraron una
asociacion entre una baja poblacion de M. arenaria y la presencia de P,

penetrans.

Stirling (1991), Mankau (1980) y Marban (1985), mencionan que es

evidente que el biocontrol de fitonematodos por P. penetrans es factible y
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ademas no contamina el medio ambiente como lo hacen los compuestos

quimicos.

Dickson et al. (1994), y Chen et al. (1997), mencionan que Pausteria
penetrans, ha demostrado un gran potencial para control biol6gico del

nematodo agallador.

Acosta ef al. (1994), realizaron una inoculacién “in vitro” de esporas de
Pausteria penetrans a los estadios juveniles de Meloidogyne incognita,
obteniendo como resultado la infestacién de la espora de P. penetrans a
Meloidogyne incognita. El descubrimiento de la bacteria natural del parasito
aumenta la esperanza de que el organismo podria ser cultivado y agregar a

suelos infestados con nematodos como un nematicida natural.

La reduccién en el agallamiento al utilizar P. penetrans, permite suponer
que este organismo puede ser utilizado eficientemente como controlador de
poblaciones de nematodos agalladores de las raices, Ademas, se podria
realizar un manejo integrado de estos nematodos utilizando control quimico y

control biolégico como lo sugieren Daudie et al. (1999).

Se ha observado gran actividad de toxinas de Bacillus thurigiensis

contra nemétodos parasitos de rumiantes (Edwards ef al., 1990).
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Narva et al. (1991), y Payne en 1992, hacen mencion de la toxina Cry 12

de B. thurigiensis, que posee el holotipo Cry 12 Aa (antes Cry VB). Esta

toxina, en su forma inmadura presenta toxicidad hacia neméatodos y acaros.

Narva et al. (1991), sefialan que la toxina conocida hasta ahora como Cry
VC es el Gnico miembro de esta clase que exhibe actividad toxica hacia los

nematodos.

La actividad de diversas toxinas producidas por bacterias del género
Bacillus; en particular B. thuringiensis ha sido comprobada en contra de
nematodos de vida libre y parasitos de plantas y animales (Yu Ziniu, 1993). La
toxicidad de B. thuringiensis krustaki y B. thuringiensis israelensis en
pruebas in vitro resultdé ser elevada sobre huevos y larvas de nematodo
Trichostrongylus colubriformis (Bottjér y Bone, 1987). Resultados similares
se obtuvieron con un aislamiento de esta bacteria contra larvas de

Strongyloides papillosus (B’'Oan et al., 1995).

Brian (1995), menciona que las bacterias y los hongos reducen el ataque
de nematodos agalladores ya que afectan su desarrollo y pueden crear
resistencia, por lo cual se debe considerar el papel de la planta hospedera en la

interacciéon con sus enemigos naturales.

Mena et al. (1998), mencionan que cepas de bacterias del suelo y otras

aisladas directamente de huevos y nematodos enfermos han sido aisladas y
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estudiadas en cuanto a su efecto nematicida para el control de varias especies
de nematodos en experimentos de laboratorio y de campo, dando como
resultado que Corynebacterium paurometabolum C — 24 fue el nematicida
biolégico de mayor efectividad, fundamentalmente en el control de
Meloidogyne incognita y Radopholus similis. Por otra parte, determinaron
que la bacteria Bacillus thuringiensis var. krustaki cepa LBT -3 (Serotipo H -
3), demostré efectividad en el control de las altas poblaciones de los

fitonematodos parasitos Radopholus similis, Pratylenchus coffeae,

Helicotylenchus multicinctus 'y Meloidogyne incognita.

Jonathan et al. (2000), realizaron experimentos bajo invernadero para
determinar la eficacia de rhizobacterias promovedoras del crecimiento de las
plantas (Bacillus cereus, B. subtilis, B. sphaericus, Agrobacterium
radiobacter, Pseudomonas fluorences, P. chlororaphis y Burkholderia
cepacia, actinomicetes no caracterizados y la bacteria parasitica Pausteria
penetrans sobre Meloidogyne incognita raza 1 en tomate y banano. Tanto las
bacterias como los hongos y actinomicetos favorecieron el crecimiento de
ambos cultivos y suprimieron el desarrolio de agallas en las raices de tomate en

comparacion con las plantas testigos.

NEMATODOS DEPREDADORES

Los nematodos depredadores juegan un papel importante en el equilibrio

poblacional de otras especies de nematodos en los suelos. Por la tanto, es



22

recomendable tratar de utilizar este comportamiento para encaminarlo en el
control de nematodos fitéfagos; existen varios géneros de nematodos
depredadores los cuales son revisados por Mankau (1980) distribuidos en las

siguientes superfamilias:

Mononchoidea. Los miembros de esta superfamilia presentan gran
actividad como habitantes del suelo que supera a otros organismos. Se ha
observado a Clarkus papillatus e Lotonchus brachylaimus devorando larvas
de Meloidogyne spp y de Heterodera schachtii, lo cual les da importancia
como agentes de control biolégico. Asimismo, los nematodos depredadores
Mononchus aquaticus y M. tunbridgensis se alimentan de larvas de
Heterodera y Meloidogyne, adultos y larvas de Pratylenchidae y larvas de
Aphelenchus avenae; otros ejemplos comunes son el de Mylonchulus
sigmaturus predando sobre Tylenchulus semipenetrans y Meloidogyne

javanica, y el de Prionchulus punctatus que preda a Meloidogyne incognita.

En un estudio Al Azmi (1983), evalué el efecto depredador que ejerce

Lotonchus monhystera sobre Helicotylenchus dihystera.

Dorylaimoidea.- Algunos miembros de este taxén son omnivoros y otros
son depredadores. Entre los depredadores de nematodos, Thorina spp es el
que ha recibido mayor atencion por parte de los nematélogos; lo anterior se

refleja en el considerable nimero de informes que existen y mencionan el
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eficiente control que ejerce sobre el nematodo de los citricos Tylenchulus

semipenetrans.

Diplogasteroidea. Dentro de esta superfamilia, Dipleteron spp se han
encontrando devorando diversas especies de nematodos, por lo que tiene

factibilidad de ser utilizados como posibles agentes de control biolégico.

Aphelenchoidea en esta superfamilia se encuentra el género depredador
Seinura sp, que con frecuencia se asocia con ciertas especies de nematodos,
como es el caso del nematodo agallador Meloidogyne spp. Existen también
depredadores que se han observado devorando larvas “in vitro”, los mas
comunes son: Mononchus sp, Mononchoides sp, Anatonchus sp,
Diplogaster sp, Triplyla sp, Seinura spp, Dorylaimus sp y Discolaimus sp

(Taylor y Sasser, 1980)

HONGOS ANTAGONICOS

Los hongos antagénicos estan representados por una gran variedad de
organismos que incluyen los hongos depredadores - atrapadores, hongos
endoparasitos, parasitos de huevos y quistes de nematodos, asi como hongos
que producen metabolitos téxicos a nematodos; estas especies son

cosmopolitas (Mankau, 1980 ).
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Patil y Pendse (1983), mencionan a los siguientes hongos nematéfagos
como los mas frecuentes en la India: Arthrobotrys arthrobotryoides, A.
musiformis, Dactylaria haptospora, Haptoglassa heterospora, H. zoospora,
Harposporuim  helicoides, = Meria  coniospora, Monocrosporuim

gephyropagumy M. megalosporum

Gintis et al. (1983),encontraron con mayor frecuencia como parasitos de
Heterodera glycines a los siguientes hongos: Chaetomiun cochlioides,
Exophiala pisciphla, Fusarium oxysporum, Paecilomyces lilacinus y
Verticillium chlamydosporium. Asi mismo, Juhl (1985), encontr6 a Hirsutella

heteroderae sobre Heterodera schachtii.

En diversos experimentos se dieron a conocer las habilidades del hongo
endoparasito de nematodos Meria coniospora (Drechmeria coniospora) para
adherirse a la cuticula y a la region de la cabeza del huésped, para penetrarlo,
desarrollarse y esporular (Jansson, 1985; Jansson y Nordbring — Hertz, 1984,

Jansson et al. 1985).

Mekhtieva et al. (1984), reportan como hongos nematéfagos
endoparasitos a Nematoctonus hapoclades, N. haptocladus, N. concurrens

y N. leptosporus.

En algunas partes del mundo se conoce a Paecilomyces lilacinus como

un efectivo parasito de huevos de Meloidogyne spp. Aun y cuando tiene una
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amplia distribucion, la especie se presenta con mayor frecuencia en areas de

clima caliente y en particular en los trépicos (Morgan — Jones et al., 1984 ).

El hongo Paecilomyces lilacinus (Thorn) Samson, es un Hyphomyceto
saprofito frecuente en muchos suelos del mundo; se le clasificé originalmente
como Penicillium lilacinum; 1a especie fue reclasificada como Paecilomyces
Bainer por Samson basandose en la morfologia de los conidi6foros; ha recibido
varios nombres debido a su diverso rango de habitat y a su variable expresion

morfol6gica (Morgan - Jones et al., 1984).

Mankau y Wu (1985), encontraron a Monacrosporium ellipsosporium
asociado a masas de huevos de Meloidogyne incognita predando a las larvas

recién emergidas, con una disminucién en el nimero de agallas de 50 por

ciento.

En estudios recientes sobre Dactylella leptospora y Acaulopage
pectospora se describen a los 6rganos atrapadores creciendo de hifas con un
hinchamiento terminal y la presencia de substancias adhesivas (Saikawa,

1985, Saikawa y Morikwa, 1985 ).

Los nematblogos del Centro Internacional de la Papa (CIP) en Lima,
Peru, descubrieron que P. lilacinus controla eficientemente las poblaciones del
nematodo agallador, considerando que es un organismo que puede ser utilizado

como un efectivo agente de control biolégico (Jatala, 1985).
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Posteriormente, Saikawa y Arai (1986), mostraron que Nematoctonus
pachysporus es Hyphomyceto endoparasito de nematodos que forma una
masa fibrosa sobre el huésped, seguida por el surgimiento de apresorios y la

secrecion de substancias adhesivas para facilitar la infeccion.

Rich (1986), menciona que los reguladores bioldgicos han recibido
interés por los fitopatélogos desde la publicacion del trabajo de Sanford en
1926, sobre los factores que afectaban la patogenicidad de Actinomyces

scabies en la produccion de la rofia de la papa.

Culbreath et al. (1986), y Roman y Rodriguez — Marcano (1985)
mencionan que entre los agentes biolégicos existen hongos que limitan el
incremento poblacional de los nematodos; varios investigadores han estudiado
a estos hongos y concluyen que estos patégenos ofrecen buenas perspectivas

como agentes biocontroladores.

Cabanillas y Barker (1986), mencionaron que algunos hongos se han
estudiado como organismos antagénicos para nematodos, de estos
Paecelomyces lilacinus (Thorn) fue descrito como parasito efectivo de

huevecillos de Meloidogyne spp.

Gaspard y Ferris (1990), mencionan que Paecilomyces lilacinus

(Thorne) Samson es un efectivo parasito de huevecillos de Meloidogyne spp.
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Lépez et al. (1991), y Loépez (1995) mencionan que el hongo
Paecilomyces lilacinus, muestra un efecto patogénico contra Meloidogyne
incognita, en concentraciones a partir de 10’ conidias por mililitro; puede
ademas producir sustancias que actlien sobre los huevos y larvas y éstas

presentan deformaciones y pérdida de movimiento.

Muchos hongos se han aislados de hembras, quistes y masas de huevos
de Heteroderidae alrededor del mundo (Crump, 1991; Rodriguez — Kabana,

1990 y Morgan — Jones, 1988).

Jatala et al. (1992), identificaron 75 especies de hongos en el cultivo de
cacahuate que fueron aislados de huevecillos de Meloidogyne incognita, entre
estos se encuentran a Penicillium spp, Aspergillus spp, Trichoderma spp y

Fusarium spp.

Santos et al. (1992), evaluaron 20 especies de hongos aislados de
muestras de raices y suelo recolectados en 50 localidades de Brasil, como
agentes de control biolégico frente a segundos estadios juveniles, huevos y
masas de huevos de Meloidogyne incognita, ensayos “ in vitro” mostraron
que aislados de Paecilomyces lilacinus, Arthrobotrys conoides, A.
musiformis, A. robusta, Monoacrosporiun ellipsosporium, Dactylaria
thaumasia, Cylindrocorpon sp y Trichoderma sp fueron parasitos eficientes

para Meloidogyne incognita.
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Osorio et al. (1994), evaluaron el hongo antagonista Paecilomyces
lilacinus para el control de Meloidogyne spp observando que la edad mas
efectiva del hongo en el control del nematodo fue entre los 15 y 30 dias con una

reduccién del 50 por ciento.

Freites et al. (1995), con 19 aislamientos de P. lilacinus de diferentes
paises y regiones de Brasil mas un aislamiento de Cylindrocarpon
destructans fueron evaluados” in vitro” por su parasitismo en huevos de
Meloidogyne javanica. Los aislamientos variaron en su habilidad para
colonizar huevos. Bajo condiciones de invernadero con plantas de tomate,

aislamientos de P. lilacinus y C. destructans redujeron el nimero de agallas

de M. javanica.

Lara et al. (1996), evaluaron en campo la eficiencia del hongo
Paecilomyces lilacinus como agente de control biol6gico sobre nematodo
nodulador y su rentabilidad en tomate. Paecilomyces lilacinus redujo las
poblaciones de Meloidogyne incognita en el suelo y en las raices, parasito los
huevos del nematodo, disminuyendo la modulacién radical e incrementd los

rendimientos y los beneficios econdmicos del cultivo

Chen et al. (1996), realizaron un trabajo en donde la colonizacién de
hongos fue determinada por las masas de huevos colectados en raices de

tabaco infectadas con una poblacién mezclada de Meloidogyne incognitay M.
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javanica en un campo de Florida. De 467 masas de huevos examinadas, 48
por ciento fueron colonizados y mas de 15 especies de hongos fueron aisladas.
Paecilomyces lilacinus fue el hongo predominante y fue encontrado en 26 por
ciento del total de masas de huevos y en un 54 por ciento de las masas de
huevos, cuando la planta fue colonizada por los hongos Fusarium oxysporum,
Pyrenochaeta terrestris y un hongo estéril también comunes en las masas de

huevecillos.

Fernandez (1997), menciona que Paecilomyces lilacinus es un hongo
con efecto nematicida muy efectivo en el control de Meloidogyne en el cuitivo

de guayabo.

P. lilacinus parasita los huevos y hembras de los nematodos, causando
deformaciones, destruccién de ovarios y reduccion de la eclosion. En
condiciones de pH ligeramente acido, produce toxinas que afectan ademas, el

sistema nervioso de los nematodos (Paecisav -1, 1997)

Fernandez et al. (2000), mencionan que los hongos de los géneros
Fusarium y Paecilomyces ,asi como Veticillium chlamydosporium pueden
ser una alternativa eficiente para el manejo de Meloidogyne spp, en sistemas

de produccion intensiva de hortalizas.
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Resumen

Se identifico la especie del nematodo agallador que parasita al cultivo del
guayabo y la asociacién de hongos y bacterias que pueden ser utilizados para
su control. Se realizé colecta de suelo y raiz en las localidades de Cerro Blanco,
Mesa Grande, La Labor y Malpaso, del municipio de Calvillo, Aguascalientes.
Los nematodos colectados se identificaron en el nivel de especie por medio de
patrones perineales de hembras adultas, asi como la observacion de la parte
anterior de los machos. De las cuatro localidades se obtuvo un total de 20
poblaciones diferentes de Meloidogyne, en las cuales se encontré6 una
frecuencia del 100 por ciento de Meloidogyne incognita, ademas se identificaron
dos diferentes géneros de nematodos bacteriéfagos y depredadores, Rhabditis
y Mononchus; se aislaron tres bacterias del género Bacillus, (B. cereus/

thuringiensis, B. subtilis y B. megaterum ) y el hongo Paecilomyces farinosus
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Palabras clave adicionales: Meloidogyne spp, Bacillus spp,
Paecilomyces sp, Guayabo.

Sumary

The species of the gall nematode that parasitizes guava was identified as
well as the fungi and bacteria associated with it which could be used for its
control. Soil and root samples were collected in the areas of Cerro Blanco, Mesa
Grande, La Labor and Malpaso, in the region of Calvillo, state of Aguascalientes.
The species of nematodes were identified by perineal patterns of adult females as
well as observations of the anterior part of males. A total of 20 different
populations of Meloidogyne were found in the 4 localities sampled, with 100 per
cent frequency of Meloidogyne incognita. Two different predaceous nematode
genera were identified Rhabditis and Mononchus, as well as the isolation of
three bacteria of the genus Bacillus, B cereus / thuringiensis, B. subtilis and B.

megaterum and the fungus Paecilomyces farinosus.

Additional key words: Meloidogyne spp. , Bacillus spp., Paecilomyces sp.,

Guava.



32

INTRODUCCION

En México el cultivo del guayabo (Psidium guajava L) ocupa una
superficie aproximada de 21,500 ha, distribuidas en 11 estados. Las principales
regiones productoras de guayaba del pais se localizan en Aguascalientes,
Michoacan y Zacatecas. En el municipio de Calvillo, Aguascalientes, este frutal
ocupa 7,679 ha que representan el 36 por ciento de la superficie plantada a
nivel nacional, con un rendimiento promedio de 16 ton/ha. En Aguascalientes se
producen 98 mil toneladas anuales de fruta y se dedican a este cultivo
alrededor de 3 mil productores que generan 1.4 millones de jornales al afio, sin
considerar los empleos en la industria, transporte y comercializacion de la fruta
(Gonzélez 1994). Los principales factores que limitan la productividad de las
huertas de guayabo son de tipo agrondémico: escasez y uso ineficiente del agua
de riego; poco uso de fertilizantes quimicos; podas inadecuadas; presencia de
plagas (‘picudo de la guayaba” Conotrachelus spp, “mosca de la fruta”
Anastrepha striata y “ temolillo” Cyclocephala lulunata) y la incidencia de
enfermedades como Pestalotia spp (‘peca”) y Colletrotrichum spp (“clavo”), asi
como la presencia del nematodo agallador Meloidogyne spp; este ultimo se
encuentra presente en el 90 por ciento de la superficie cultivada. Este problema
constituye uno de los factores limitantes del cultivo debido a las grandes
perdidas en la produccion; los cuales fluctuan entre el 48 y 57 por ciento en la

reduccién del rendimiento (Gonzalez et. al., 2000).

El nematodo Meloidogyne se encuentra ampliamente distribuido en

varias regiones del mundo y se menciona que se han descrito 45 especies de
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Meloidogyne, de las cuales M. incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla
son las especies mas comunes en el mundo ( Ramirez et al., 1995)

Carrillo et al. (1990), reportaron en el Caiién de Juchipila en Zacatecas,
la presencia de algunos géneros de nematodos fitoparasitos como
Helicotylenchus spp., Ditylenchus spp., Aphelenchus spp., Aphelenchoides
spp., Criconemoides spp., Tylenchus spp., asi como el nematodo depredador
Dorylaimus spp., pero consideraron al nematodo agallador M. javanica como el
causante de los mayores dafios en el cultivo del guayabo. Los sintomas en las
raices se manifiestan por la adhesiéon de particulas de suelo en los lugares
donde se encuentra alojada la hembra adulta (Suarez et al., 1995). Los
sintomas aéreos (Fig 1) se manifiestan por presencia de parches en el campo
con zonas de clorosis, aun en presencia de fertilizacion adecuada; marchitez de
las hojas; reduccion del crecimiento y del rendimiento de la planta. Los
sintomas subterraneos pueden ser necrosis externa e interna de las raices,
formacion de agallas por multiplicacién y aumento del tamario de las células,
asi como proliferacion del nimero de raices por acumulacién de sustancias de
crecimiento. Se ha pretendido regular las poblaciones de nematodos mediante
el empleo de hongos (Tribe. 1980). Asi Freites et. al. (1995), aislaron 19 cepas
de Paecilomyces lilacinus y observaron que esos aislamientos redujeron el
namero de agallas producidas por Meloidogyne spp. en el cultivo de tomate. En
experimentos “ in vitro”, Zavaleta y Van Gundy (1985) mostraron sélidas
evidencias de que las sustancias volatiles producidas durante la actividad de

Serratia marcescens, Bacillus subtilis, B. cereus, Micrococcus '"Iuteus,

Escherichia coli, y siete rizobacterias no identificadas estuvieron involucradas
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en la inactivacién y muerte de la segunda etapa larvaria de M. Incognita. Los
resultados experimentales indicaron que las bacterias fueron capaces de
producir nematéxicos volatiles, solamente cuando la fuente de nitrégeno en su
medio de crecimiento fue de origen organico. Basado en lo anterior, este trabajo
pretendi6 identificar la especie del nematodo de la raiz en guayabo en la
localidad de Calvillo, Aguascalientes, e identificar posibles agentes locales de

control biolégico de Meloidogyne.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de muestra

La investigacion se realizé en los ciclos 1999 y 2000 en las localidades
de Cerro Blanco, Mesa Grande, La Labor y Malpaso, del municipio de Calvillo,
Ags, México ubicado entre los paralelos 21° 43" y 00 “y 22° 77" 00" de latitud
norte y entre 102° 33" 00"’y 102 ° 52" 00" de longitud oeste del meridiano de

Greenwich, y a una altitud de 1680 msnm.

En cada localidad se selecciond una huerta que presentaba arboles de
guayabo con sintomas externos ocasionados por el nematodo agallador

Meloidogyne spp. , tales como marchitez generalizada y reduccién de tamafio,

hojas pequefias, cloréticas, con bordes quemados y frutos pequerios.

En cada huerta se seleccionaron 20 arboles al azar con diferente grado
de dafio. De cada arbol a una distancia de 1 m del tallo, con orientaciéon norte,

se obtuvo una submuestra de 2 kg de suelo y 200 g de raiz a una profundidad



35

de 0 — 30 cm; las 20 submuestras de suelo y raiz se mezclaron, de ellas se
obtuvo una muestra representativa de la huerta que consté de 10 kg de suelo y
1kg de raiz, las cuales fueron colocadas en bolsas de polietileno para ser
trasladadas a los laboratorios de Fitopatologia y Nematologia del Departamento
de Parasitologia de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, en

Buenavista, Saltillo, Coahuila.

Identificacion de hembras y machos de Meloidogyne

Cada muestra de suelo o raiz se analizd en forma independiente por
medio de la técnica de flotacién con embudo de Baermann de acuerdo a la
metodologia reportada por Thorne (1961). Para cada muestra se colocaron
cinco embudos de Baermann con 100 g de suelo por huerta; después de 48
horas se obtuvieron los nematodos, se realizaron montajes de 20 machos de
Meloidogyne, las cuales se identificaron de acuerdo al esquema de clasificacion
taxonémica, propuesto por Thorne (1961), Jepson (1983) y Luc et al., (1988),
donde se mencionan las siguientes caracteristicas: cuticula anillada, longitud
del estilete delgado y n6dulos basales definidos y cola conoide. Para confirmar
la especie del nematodo agallador de Meloidogyne, se tomé en cuenta el
modelo perineal de las hembras; para ello de cada muestra de raiz de guayabo
se seleccionaron al azar hembras de las cuales se obtuvo el patron perineal,
siguiendo segun la técnica de Taylor (1974). Los cortes transversales
perineales de las hembras colectadas de agallas se prepararon de la raiz

infectada, la cual se corto en trozos de aproximadamente un centimetro, se

observo en el microscopio estereoscépico y con la ayuda de agujas de
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diseccion se extrajeron las hembras, éstas se transfirieron a acido lactico y se
cortaron sobre una caja petri de plastico, dejando sélo la parte posterior del
cuerpo, el tejido del interior del cuerpo se removié cuidadosamente con la
ayuda de un pelo flexible, nuevamente se realizaron cortes para quitar los
excedentes de cuticula y obtener solo el modelo perineal; éste se transfirié y se
monté en una gota de glicerina o lactofenol, finalmente se sellaron con esmalte

para uias.

Los modelos perineales obtenidos en la forma descrita fueron
fotografiados y comparados con los presentados por Eisenback ef al. (1983).
Para llevar a cabo la identificacién de los nematodos depredadores de cada una
de las huertas se procedié a extraerlos del suelo mediante la técnica del
embudo de Baermann. Se colectaron 10 ml de liquido de extraccion para su
observacion y separacion morfolégica al microscopio estereoscopico. Se
realizaron montajes de estos nematodos y posteriormente se identificaron
mediante claves pictéricas de Mai (1975) y claves para identificacién de Cid del

Prado (1995).

Obtencion de bacterias del suelo

Debido a que se han presentado evidencias de que las bacterias del
género Bacillus producen sustancias toxicas volatiles, las cuales influyen en la
inactivacion y muerte de nematodos del género Meloidogyne, (Zavaletra y Van
Gundy, 1985), se decidi6 aislar estas bacterias del suelo de huertas de guayabo

en frascos con 90 mi de esta solucién salina al 0.85 por ciento, se colocaron 10
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g de suelo y se agitaron durante 10 minutos. De esta suspension se realizaron
diluciones seriadas desde 10" hasta 10 posteriormente, los tubos se
colocaron en bafio Maria durante 10 minutos a una temperatura de 60° C; de
los tubos se tomd 0.1ml y se colocé en caja petri con el agar nutritivo
solidificado, dispersandose con una varilla de vidrio; se colocaron en la
incubadora durante 48 horas a una temperatura de 28 °C. Pasado ese tiempo
se seleccionaron colonias bacterianas que presentaron las caracteristicas de
forma y borde irregular, color blanco cremoso y seco, que corresponden al
género Bacillus; se realizé la tincion de Gram y de esporas. Posteriormente, se
seleccionaron las cepas 1, 2, 5, 8 y 13 (provenientes de suelo) y 14, 15, 16, 17
y 18 (originadas a partir de hembras parasitadas), ya que estas cepas
presentaron las caracteristicas mencionadas anteriormente, especialmente la
presencia de espora, central o subterminal. A dichas cepas se les realizaron las
siguientes pruebas bioquimicas: prueba de oxidacion fermentacién, crecimiento
a 50 °C; crecimiento en NaCl al 7 por ciento; produccion de acido y gas de
glucosa; crecimiento a pH 5.7; utilizacion de citrato; hidrélisis de almidon y
produccion de acetoina En la prueba de oxidaciéon fermentacién se utilizé el
medio de Hugh y Leifson con un pH 7.2, adicionado con azul de bromotymol y
glucosa. Se incubaron dos tubos por cepa, y a uno se le agreg6 aceite, para
determinar crecimiento anaerdbico. Para verificar el crecimiento a 50 ° C, las
colonias bacterianas se sembraron en el caldo caseina mas glucosa, y se
registré la turbidez del medio después de cinco dias de incubacion. Crecimiento
en NaCl al 7 por ciento. se utiliz6 el mismo caldo que en la prueba anterior, pero

se le adicionaron 7 g de NaCl por cada 100 ml de medio y se registré la turbidez



38

después de cinco dias de incubacion. La produccion de gas y acido de glucosa
se corroboré utilizando el medio de Hugh y Leifson pH 7.2 sin agar. Se usaron
los tubos de Durban, invertidos en cada tubo de cultivo y se sembré la bacteria
incubandose por cinco dias. Pasado este periodo se observo la produccion de
acidos por medio del cambio de color del medio de azul a amarillo; para la
formacion de gas, la presencia de una pequeiia burbuja en el interior del tubo

invertido.

Para observar el crecimiento en medio de cultivo con pH de 5.7, se utilizd
el caldo caseina glucosa, se inocularon las colonias bacterianas, y se agitaron
por cinco dias y se registré la turbidez diaria. Para la utilizacion de citrato, las
colonias bacterianas se sembraron en el medio de cdltivo Citrato de Simmons
agar, el cual contiene citrato de sodio y azul de bromotymol a 6.8. Las bacterias
que utilizan el citrato de sodio son capaces de alcalinizar el medio de cultivo
que presenta un cambio en la coloracion de verde a azul oscuro. Para
comprobar la hidrélisis de almidon se sembraron las bacterias en el medio agar
almidén y después de cinco dias se comprob6 la hidrélisis, para la cual se
agregé solucién de lugol en la superficie de la caja, el obscurecimiento del
medio de cultivo se debe a la presencia de almidon, cuando ocurre la hidroélisis
se presenta un halo transparente alrededor del crecimiento bacteriano. La
produccion de Acetoina (Vogues Proskauer ) se efectué sembrando las colonias
bacterianas con caldo del cultivo YS con glucosa y se agitaron de dos a cinco
dias. Para realizar la prueba se tomé 1 mil del caldo donde se desarrollaba la

colonia bacteriana; se le agregaron 0.6 ml de KOH al 40 por ciento y 0.2 ml de
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naftol; se agitaron vigorosamente en el Vortex y se dejaron reposar, la aparicion

de un anillo rojo en la superficie del medio indicaria una reaccion positiva.

Obtencién de bacterias en hembras de Meloidogyne spp.

Las hembras de Meloidogyne que presentaron una coloracion amarilla a
café obscura fueron extraidas directamente de la agalla y se colocaron en
medio de cultivo de Agar Nutritivo (AN) y se incubaron durante ocho dias a una
temperatura de 28 ° C. Las colonias bacterianas obtenidas se sembraron en
estria y se efectud la tincion de Gram. Se observo la presencia de flagelos y de
la espora oval asi como de su posicién. Se realizaron las pruebas bioquimicas
mencionadas anteriormente. Para B. cereus se utilizé el sistema de pruebas
Biolog para identificar la especie correspondiente; la prueba del Biolog consiste
en la utilizacién de una placa especial que contiene 86 pozos y cada uno de
ellos contiene carbohidratos diferentes y un indicador. Las colonias bacterianas
obtenidas se sembraron en medio de Bug (biological universal gram), al cual se
adicion6 maltosa y se humedecio la superficie solidificada con una solucion de
téoglicalato de sodio (para evitar la formacion de esporas) y se incubaron 24
horas. Se repiti6 el procedimiento 2 dias consecutivos, con el propdsito de
acondicionar la bacteria y colocarla en la miniplaca; se prepar6 la solucion
bacteriana a una concentracion de 28 por ciento de trasmitancia en el
turbidimetro (Biolog). Se colocaron 150 microlitros en cada pozo de la
microplaca GP2; se incubaron a 35 ° C y se tomé la lectura después de 24

horas; se considerd un resultado positivo cuando el pozo se torné de color

morado intenso, y negativo cuando el pozo fue transparente; intermedio,
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cuando el color morado fue mas tenue. En base a los resultados de coloracion
se conforma un patrén, el cual se interpreta por medio de un programa en la

computadora, indicando en corto tiempo el resultado.

Obtencion de hongos en hembras de Meloidogyne spp.

De las agallas de las raices se extrajeron 60 hembras aparentemente
parasitadas (Figura 1), a las cuales se les proporcion6é un proceso de
desinfeccion superficial con una solucién al 0.1 por ciento de NaOCI durante
tres minutos. Se colocaron en medio de cultivo con Papa Dextrosa Agar
(PDA) y se incubaron a 24° C durante tres semanas para permitir el crecimiento
de colonias fungosas; estas se aislaron en cajas de petri con PDA. Las cepas
puras se duplicaron para obtener fotografias, mientras que la cepa madre se

mantuvo en refrigeracion.

Figura 1. Sintomas externos causados por Meloidogyne
incognita y hembras parasitadas por un hongo o bacteria.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En las cuatro huertas muestreadas se obtuvieron hembras de
Meloidogyne de las agallas formadas en las raices de los arboles de guayabo
(Figura 2). Las caracteristicas de la region cefalica anillada (dos anillos) y la
parte anterior del estilete en forma de “remo” con punta roma, nédulos basales
redondeados Y la distancia de la base de los nédulos a la (DGED) descarga de
la glandula dorsal esofagica muy corta, corresponden a M. incognita (Figura 2).
Las caracteristicas del corte perineal donde el arco dorsal fue alto, formado por
estrias que variaron de lisas a onduladas corresponden a M. incognita. En un
muestreo adicional llevado a cabo en Los Arcos se identifico a M. javanica, de
acuerdo con las caracteristicas de la region cefalica (sin anillos) y la DGED
corta; ademas el modelo perineal presentd lineas laterales visibles y el arco
dorsal bajo y redondeado. La presencia de M. incognita y M. javanica coincide
con otras investigaciones como la de Carrillo et al. (1990), quienes reportaron
en el Cafion de Juchipila, Zac, la presencia de M. javanica; Mata y Rodriguez
(1985) al consignar una relacion de 22 especies de nematodos que parasitan al
guayabo en Hawai sefialan a M. incognita entre los mas importantes. Cafiizares
(1968) consigna un trabajo realizado por Kuhn, quien encontr6 cuando menos
tres especies del género Meloidogyne parasitando las raices de guayabo; sin

embargo, no reporté de cuéles especies se trataba.

BANCO DE TESIS
13500
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Fig 2 Raiz afectada y corte perineal de hembras de
Meloidogyne incognita

En cuanto a los nematodos depredadores que se presentaron en las
cuatro huertas en donde se llevaron a cabo los muestreos se identificé a
Rhabditis spp reportado como que se alimenta de hongos y bacterias (Cepeda
1996), asi como Mononchus spp. que se alimenta de otros nematodos. La
presencia de Rhabditis spp. y Mononchus spp. no habia sido reportada en el
cultivo del guayabo en Aguascalientes, asi mismo, los machos también fueron

encontrados en la presente investigacion.

Aislamiento y caracterizacion de bacterias

Se lograron recuperar en (AN) Agar Nutritivo a partir de solucion del
suelo y hembras parasitadas 18 colonias bacterianas, las que presentaron un
color blanco, de forma irregular, superficie convexa, color blanco cremoso y
crecimiento abundante. Las colonias bacterianas numeradas del 1 al 17, las
cepas 1, 2, 5, 8, 13, 14, 15, 16, 17a'y 17b fueron positivas a la tincion de Gram,

mostraron presencia de flagelos y espora central o subterminal (Figura 3); esto
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ultimo determiné que esas colonias pertenecian al género Bacillus de acuerdo
con las caracteristicas mencionadas por Schaad, (1980). Las pruebas
bioquimicas que permitieron identificar las especies del género Bacillus de las
colonias bacterianas obtenidas de suelo de huertas de guayabo y de hembras
de Meloidogyne spp. parasitadas fueron: las colonias con bordes lisos, Gram.
positiva, flageladas, y las pruebas bioquimicas citadas en la tabla 1 ubicaron a
las bacterias en B. subtilis, en la colonia bacteriana numero 8; mientras que B.
megaterum se presentd en las colonias numero 1, 2, 5, 14, 15 y 16
provenientes de suelo. Por otro lado, en las colonias 13, 17, 17a y 17b
originadas en hembras de Meloidogyne parasitadas se identifico a la especie B.
cereus, por lo cual se realizaron la prueba del Biolog y pruebas bioquimicas
para determinar subespecie (Cuadros1); éstas indicaron que la subespecie que
parasita las hembras de Meloidogyne es B. cereus/thuringiensis, bacteria ya
reportada por Zavaleta y Van Gundy (1985) como la mas activa para el control

de M.incognita.

Fig. 3 Células de Bacillus cereus/thurigiensis y conidiéforos y
conidias de Paecilomyces farinosus
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Cuadro 1. Caracteristicas Morfolégicas y Bioquimicas de las Cepas
Bacterianas Obtenidas de Suelo y Hembras de Meloidogyne spp del Cultivo del
Guayabo en el Municipio de Calvillo, Ags.

Flagelos + + + + + +
Espora Oval + + + + + +
Espora central + + + + + +
Crecimiento a 50 °C - - - Vv _ \Y
Crecimiento en pH (5.7) + + + + + +
Crecimiento NaCl (7.0%) + + + + + +
Utilizacién de Citrato + + + + + +
Fermentacién + - - + _ .
Acetoina + + - + + -
Hidr6lisis de almidén + + + + + +

e + reaccion positiva de la bacteria, - reaccién negativa y V reaccién variable.

Para identificar las colonias de B. megaterum, B subtilis y B.
cereus/thuringiensis se compararon con las claves de Schaad (1980). La
prueba de crecimiento a 50°C en las tres especies fue negativa, no se presenté
turbidez al medio; el crecimiento en NaCl al 7 por ciento fue positivo para las
tres especies de bacterias. En la produccién de gas y acido de glucosa las tres
bacterias presentaron reaccion positiva. En la prueba de oxidacion
fermentacion, las tres colonias de las especies de Bacillus mostraron una

reaccion positiva, (cambio de color de azul a amarillo) el pH del medio bajé a
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menos de 6. En la prueba de acetoina, las colonias de B. cereus y B. subltilis
mostraron una reaccion positiva (anillo rojo en la superficie del medio), en tanto
que en B. megaterum fue negativo. En la prueba de hidrélisis de almidén, las
tres especies de Bacillus indicaron una reaccién positiva, al observarse un halo

transparente alrededor del crecimiento bacteriano.

El hallazgo de las bacterias reportadas, coinciden con los reportes de
Zavaleta y Van Gundy, (1985), quienes presentaron evidencias de que
sustancias volatiles producidas durante la actividad de B. subtilis y B. cereus
estuvieron involucradas en la inactivacién y muerte de la segunda etapa larvaria
de M incognita. Sin embargo, no se han reportado evidencias de que las tres
especies de B. cereus fthuringiensis, B. subtilis y B. megaterum parasiten
hembras de M. incognitay M. javanica, tal y como se encontr6 en este estudio,
pues se logro aislar tanto del cultivo como de hembras parasitadas. También se
aislé una colonia fungica a partir de hembras de Meloidogyne. El hongo
presenté colonias color blanco — amarillo de crecimiento moderado; conidi6foros
erectos de hifas horizontales con fialides; los conidi6foros y ramificaciones son
mas divergentes (Figura 3); conidias (fialosporas) en cadenas basipétalas
secas, unicelulares, ovoides o fusiformes, hialinas. Con base en las
caracteristicas taxonémicas de este hongo, se realizaron comparaciones con
claves (Demach, 1980) de hongos del suelo: el hongo que se encontré
parasitando a hembras de M. incognita en el cultivo del guayabo en
Aguascalientes se identifico como Paecilomyces farinosus. Este hongo no se ha

reportado previamente como parasito de hembras de Meloidogyne incognita,
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aunque se reporta como parasito de insectos (Demach, 1980).

En el presente trabajo se puede concluir que la especie del nematodo
agallador que se encontr6 parasitando al cultivo del guayabo en las cuatro

localidades incluidas en el estudio fue Meloidogyne incognita

Los géneros de nematodos depredadores que se encontraron en suelo

de arboles de guayabo parasitados por Meloidogyne spp. fueron: Rhabditis 'y

Mononchus.

Las especies de bacterias Bacillus subtilis y B. megaterum se
encontraron asociadas a suelo del cultivo del guayabo, mientras que Bacillus
cereus/thuringiensis se encontré frecuentemente asociada a suelo y a hembras

de M. incognita , asi como también el hongo Paecilomyces farinosus.
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CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, se puede

concluir lo siguiente:

La especie del nematodo agallador que se encuentra parasitando al
cultivo del guayabo en las cuatro localidades bajo estudio fue Meloidogyne

incégnita.

Los géneros de nematodos depredadores que se encontraron en suelo
de arboles de guayabo parasitando a Meloidogyne spp. fueron: Rhabditis y

Mononchus.

Las bacterias Bacillus subtilis y B. megaterum se encontraron
asociadas a suelo del cultivo del guayabo, mientras que Bacillus
cereus/thuringiensis se encontré frecuentemente asociada a suelo y a
hembras de M. incégnita, asi como también se detectdé al hongo

Paecilomyces farinosus parasitando a hembras del nematodo mencionado.
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Cuadro A1. Caracteristicas Morfolégicas y Bioquimicas de las Cepas
Bacterianas Obtenidas de Suelo y Hembras de Meloidogyne spp
del Cultivo del Guayabo en el Municipio de Calvillo, Ags.

Flagelos + + + + + +
Espora Oval + + + + + +
Espora central + + + + +
Crecimiento a 50 °C - - - Vv - A"/
Crecimiento en pH (5.7) + + + + + +
Crecimiento NaCl (7.0%) + + + + + +
Utilizacién de Citrato + + + + + +
Fermentacién + - - + - )
Acetoina + + - + + .
Hidrélisis de almidén + + + + + +

* + reaccién positiva de la bacteria, - reaccién negativa y V reaccién variable.
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Cuadro A2. Identificacion de la Cepa de B. cereus/thurigiensis de acuerdo a
la Técnica del Biolog.

T T Y A -
| Bl - - -+ o+ - .-+
Cc -+ o+ -+ - - - -+ -
| D - - + -+ - - - - - - - /
E |- + / - - / / / - - -+ +

F | - -+ + - + + - - + / / /

G | + o+ + + + + + + + - - +
| H | + + + + + + + + - - - /

* Tipos de reacciones a Bacillus cereus/thuringiensis + .- color morado intenso,- color transparente +.-
color morado bajo,/.- intermedio
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Figura A.1. Fotografias a microscopio del macho de Meloidogyne
incognita (izquierda) y Rhabditis sp (derecha).

Figura A.2. Fotografia a microscopio del nematodo depredador
Mononchus sp y aspecto de la prueba del Biolog.
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Figura A.3. Pruebas Bioquimica de Produccion de Gas y Acido
(izquierda) y de Oxidacion (derecha).

Figura A.4. Pruebas Bioguimica de Hidrolisis de Algodén (izquierd
y de Acetona (derecha). ? (izquierda)
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Figura A.5. Hembras de Meloidogyne incognita sanas vy
parasitadas por el hongo Paecilomyces farinosus 'y desarrollo del

hongo en medio de cultivo PDA.

Figura A.6. Fotos de microscopio que muestran las conidias y
conidiéforos de Paecilomyces farinosus.
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Figura A.7. Fotografia de hembras de Meloidogyne incognita fuera
de la agalla y corte perineal caracteristico de la especie.

Figura A.8.- Fotografia a microscopio de cortes perineales de
Meloidogyne javanica y Meloidogyne sp





