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INTRODUCCION

Los nematodos fitopatbgenos representan a uno de los mayores estreses
bi6ticos en el mundo alrededor del mundo, causando pérdidas econdmicas a los
cultivos de mas de 100 billones de ddlares anualmente (Chitwood 2003). La
mayoria de pérdidas de cosechas causadas por nematodos fitopatégenos son
infligidas por solamente especies pertenecientes a dos grupos de nematodos, los
nematodos noduladores Meloidogyne spp., y los nematodos quisticos Heterodera
y Globodera spp., (Molinari 2011).

El alto impacto de estos nematodos en especifico sobre la agricultura a nivel
mundial es el resultado de su amplia distribucién y la habilidad de atacar a todo
tipo de planta cultivada (Sasser 1980). Se han reportado diversos métodos de
control, incluyendo el uso de cultivos de cobertura, abonos, enmiendas del suelo,
cultivares resistentes, tratamiento de agua caliente, la rotacion de cultivos y el
tratamiento de barbecho (Barker y Koenning 1998).

Los nematicidas quimicos han sido ampliamente utilizados para controlar los
nematodos fitopatdgenos, pero estos compuestos estan a menudo asociados con
efectos ambientales perjudiciales que conducen a sustancialmente a la reduccion
de su uso en los ultimos afos. Por ejemplo, bromuro de metilo, uno de los
fumigantes quimicos mas importantes que se utilizan para controlar los nematodos

y otras plagas, afecta a una amplia gama de organismos, incluyendo organismos



benéficos, y es una sustancia quimica que contribuye al agotamiento de la capa
de ozono de la Tierra (Carpenter et al. 2001). En las ultimas décadas, la
preocupacion por los riesgos ambientales del uso de nematicidas quimicos, han
llevado al desarrollo de agentes de control biolégico como un componente de
proteccion de los cultivos.

El control bioldgico esta definido como la supresion de la densidad de una
poblacién o el impacto de un organismo plaga especifica mediante el uso de
organismos vivos (Eilenberg et al. 2001). Los agentes de control biolégicos
pueden regular las poblaciones de nematodos fitopatdgenos, se han reportado
numerosos organismos que tienen actividad antagonica contra nematodos
fitopatdgenos dentro los que se incluyen a hongos, bacterias, virus y algunos
invertebrados (Tian et al. 2007).

En los ultimos afios se ha puesto mayor interés en el uso de los hongos
nematofagos, estos son los hongos que tienen la capacidad de capturar, parasitar
o paralizar nematodos en todo su ciclo de vida. Estos juegan un importante rol
como antagonistas de nematodos, por lo tanto existe un gran interés es su uso
como agentes de control bioldgico (Nordbring-Hertz et al. 2006). Se han descrito
mas de 700 especies de hongos nematéfagos (Zhang et al. 2011). Basados en su
modo de infeccidn estan clasificados en cuatro grupos: (1) hongos atrapadores de
nematodos los cuales capturan a nematodos de vida libre mediante estructuras
especializadas, (2) los hongos endoparasitos, que infectan a los nematodos
utilizando sus esporas adhesivas, (3) hongos productores de toxinas, las cuales
secretan para inmovilizar a los nematodos, (4) hongos parasitos de huevos y

quistes, infectan estos estadios mediante puntas hifales (Li et al. 2000). Los



hongos nematéfagos en la mayoria de las taxas de hongos incluidos los
Ascomicetos, Basidiomicetos, Zygomycetos, Chytridiomicetos y Oomycetos (Gams
y Zare 2003).

El presente trabajo se enfoco al género de hongo nematéfago Arthrobotrys
spp., el cual se encuentra clasificado como un hongo atrapador de nematodos. Su
actividad depredadora de nematodos fue descubierta por Zopf (1888) en
Arhtobotrys oligospora resultando de interés como agente de control biologico, ya
qgue son capaces de crear redes 0 trampas que atraen a los nematodos,
atrayéndolos e inmovilizandolos seguido a la penetracion de hifas la cual involucra
a enzimas hidroliticas con las quitinasas y proteasas y finalmente en la digestion
del nematodo.

El objetivo de esta investigacion fue aislar, identificar cepas de hongos
nematéfagos del Género Arthrobotrys spp., a partir de suelos agricolas, asi como
probar su efectividad biologica contra el nematodo agallador Meloidogyne

incognita bajo condiciones in vitro



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

« Identificar especies de hongos con actividad nematofaga del género

Arthrobotrys spp., de diferentes regiones de México

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« ldentificar al menos una especie del Género Arthrobotrys spp., de muestras

de suelo de diferentes regiones de México

« Realizar estudios de efectividad biolégica bajo condiciones de laboratorio,
de las especies identificadas de hongos nematéfagos contra Meloidogyne

incognita



HIPOTESIS

Se identificara por lo menos una especie del hongo nematofago Arthrobotrys spp.,

gue tenga actividad contra Meloidogyne incognita



REVISION DE LITERATURA

Nematodos fitopatégenos

Los nematodos fitopatogenos se alimentan obligatoriamente de tejidos
vegetales. Causan serios dafios a muchos cultivos mundialmente. Sus dafios
exceden los $10 billones por afio en Estados unidos (Koenning et al., 1999). Los
miembros de este grupo tienen estilete en su aparato bucal y lo usan para
penetrar la pared celular de las plantas para absorber su contenido. Ademas del
dafio directo de la salud de la planta, los nematodos pueden desempefar
diferentes funciones en los complejos de enfermedades; actian como vectores
(por ejemplo de diversos virus), lesionadores, modificadores del huésped,
interruptores de resistencia de la rizosfera (Bardgett et al., 1999; Brussaard et al.,

2001; Desaeger et al., 2004).

Los dafios en la plata ocasionados por nematodos fitopatégenos no tienen los
mismos efectos. Los nematodos que se alimentan en la corteza de la raiz o
epidermis (por ejemplo Helicotylenchus y Pratylenchus) por lo general tienen un
efecto mucho menor en la productividad de la planta que los fitopatégenos
vasculares (por ejemplo Meloidogyne y heterodera) (Bernhard, 1992). Por otro
lado las especies de plantas y su edad afectan en el ciclo de infeccion. Por
ejemplo, las plantulas estan particularmente expuestas a los dafios causados por

nematodos debido a que sus tejidos son mas susceptibles al ataque de parasitos y



favorecen el desarrollo de los nematodos (Ruehle, 1973).

Nematodos noduladores- Meloidogyne spp.

Los nematodos agalladores tienen distribucion cosmopolita, especialmente
en areas con clima céalido o caliente y con periodos de inviernos de mediano a
cortos. También se encuentran en los invernaderos donde no usan suelos
estériles. Estos atacan a mas de 2,000 plantas cultivadas y reducen la produccion
mundial de alimentos alrededor del 5% (Hussey y Janssen, 2002).Sin embargo en

campos individuales el dafio puede ser mucho mas grande.

Los nematodos nodulares dafian a las plantas al debilitar las puntas de la
raiz, causando la formacion de hinchazones 6 nodulaciones en la raiz. Las cuales
no solo privan a la planta de nutrientes, también deforma y disminuye el valor
comercial de muchas raices de cultivos. Cuando las plantas son suceptibles y son
infectadas en etapa de plantula, el dafio es mas fuerte y puede llevar a la
destruccion total del cultivo. Las infecciones en plantas adultas pueden reducir y

afectar el rendimiento del cultivo

Control

Los nematodos pueden ser controlados efectivamente en invernaderos
utilizando esterilizacion del suelo con vapor o la fumigacién del suelo con
nematicidas. En campo la mejor manera de control es mediante la fumigacion del
suelo con nematicidas aprobados. Cada tratamiento generalmente es satisfactorio
por cada ciclo. En algunos cultivos, existen variedades de plantas resistentes a los

nematodos noduladores. Varias practicas culturales como la rotacion de cultivos,



barbecho, solarizacion de suelo también son de mucha ayuda a reducir perdidas

por nematodos (Roberts, 1995).

Control bioldgico

El desarrollo de métodos practicos para el control biolégico de nematodos
fitopatdbgenos ha dependido del uso de agentes microbianos (Stirling, 1991). Los
agentes microbianos pueden ser antagonistas que produzcan compuestos
biactivos que maten o afecten el desarrollo de los nematodos, o pueden ser
parasitos/patbgenos que destruyan a los nematodos tras su colonizacion, o

pueden ser por competencia de recursos (Kerry, 2002).

Hongos nemat6fagos y su aplicacion en el control bioldégico de nematodos
fitopatégenos

Los hongos nematéfagos son los hongos que tienen la capacidad de
capturar, parasitar o paralizar nematodos en todas sus etapas o estadios de su
ciclo de vida. Juegan un rol importante como antagonistas de nematodos
fitopatégenos o paréasitos de animales, por lo tanto, hay un gran interés en el uso
de estos hongos, como modelo adaptativos de evolucién y como agentes de
control biolégicos contra nematodos fitopatégenos (Nordbring-Hertz et al. 2006).
Se han descrito mas de 700 especies de hongos nematéfagos (Zhang et al. 2011).
Basado en su mecanismo de infeccién, son cominmente subdivididos en cuatro
principales grupos: (1) hongos atrapadores de nematodos (380 especies) que
capturan nematodos de vida libre utilizando trampas especializadas, (2) hongos
endoparasitos (120 especies) que infectan a los nematodos mediante esporas

adhesivas, (3) hongos productores de toxinas (270 especies) los cuales secretan



toxinas con la que inmovilizan a los nematodos después de haber penetrado su
cuticula utilizando sus hifas y los (4) hongos parasitos de huevos y quistes que
infectan estos estadios con sus puntas hifales (Li et al. 2000; Nordbring-Hertz et

al. 2006; Zhang et al. 2011).

Los hongos nematdfagos se encuentran incluidos en la mayoria de las taxas
de hongos incluyendo Ascomycetes (asexual Orbiliaceae y Clavicipitaceae),
Basidiomycetes (Pleurotaceae), Zygomycetes (Zoopagales), Chytridiomycetes y
Oomycetes (Gams y Zare 2003). Estdn ampliamente distribuidos en ecosistemas
terrestres y acuaticos (Kumar et al. 2011) y pueden reproducirse en todo tipo de
suelo debido a su poco requerimiento nutricional y vitaminico (Duddington 1962).
Se ha propuesto que el fenotipo de los hongos nematéfagos es una respuesta
evolutiva celulolitica a la deficiencia de nitrégeno del habitat donde se encuentran
(Barron 1992). Ya que el nitrégeno es esencial parara el crecimiento fangico y no
estan disponibles en los restos de madera o en suelos donde el carbono es muy
abundante, la captura directa de compuestos nitrogenados a partir de otros formas

de vida es una ventaja (Barron 2003).

La mayoria de los nematéfagos son facultativamente parasitos, aunque
algunos son parasitos obligados de nematodos (Hallmann et al. 2009). La facultad
para parasitar y poder infectar nematodos es a través de la produccion de
estructuras las cuales atrapan estadios migratorios de nematodos, produciendo
esporas adhesivas especializadas o bien desarrollando un apresorio en una hifa
especializada que pueda penetrar la cuticula o caparazén de huevos o quistes

(Lopez-Llorca et al. 2008). Los parasitos obligados inicia la infeccién a través de
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sus esporas. Las esporas pueden ser ingeridas, germinando en el sistema
digestivo de los nematodos y crecer dentro de su pared celular, o bien pueden
adherirse a la cuticula del nematodo y penetrarlo directamente (Barron 1977). La
habilidad de los hongos nematéfagos para capturar nematodos los hace que sean
candidatos atractivos como agentes controladores de nematodos parasitos de
plantas y animales. Varios nematicidas biolégicos han sido desarrollados y

aplicados en el control de nematodos.

Hongos que atrapan nematodos

Los hongos que atrapan nematodos se encuentran en todas las regiones del
mundo, desde los tropicos hasta la Antartida. Son cominmente encontrados en
suelos y en hojarascas en descomposicion (Zhang et al. 2011). Estos hongos
crecen vegetativamente en el suelo como saprofitos. Las producciones de trampas
0 redes se inician espontaneamente o en respuestas al medio ambiente,
incluyendo los péptidos y otros compuestos que son secretados por los
nematodos (Yang et al.2011). Diferentes especies de hongos producen uno o
varios tipos de estructuras que pueden variar desde una simple hifa cubierta con
secreciones pegajosas (Stylopage spp.) hasta estructuras mucho mas complejas
(Moosavi y Zare 2012). Las trampas proveen una importante funcion en la
obtencién de nutrientes y puede inferir ventajas competitivas sobre los hongos no

predadores (Yang et al. 2007).

Existen tres estructuras basicas de trampas: Botones adhesivos, anillos

constrictores y redes adhesivas, y pueden ser subdivididas ademas en siete tipos
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de trampas: hifas ensanchadas adhesivas, botones adhesivos no pedicelados,
botones adhesivos pedicelados, anillos no constrictores y constrictores, redes
bidimensionales y redes tridimensionales (Rubner 1996). Las ultra estructuras de
los hongos nematdéfagos han sido extensamente estudiadas, aunque existe
variacion en su morfologia, diferentes tipos de trampas adhesivas, comparten
algunos aspectos que los distinguen de las hifas vegetativas normales
(Dijksterhuis et al. 1994). Un aspecto compartido es la presencia de nhumerosos
organélos cistoliticos (cuerpos densos) dentro de las células de las hifas
(Stalhammar-Carlemalm 1978). Otro aspecto es la presencia de una extensa capa
de polimeros extracelulares. Estos polimeros son considerados como importantes

accesorios en las capas de las trampas (Tunlid et al. 1991).

La mayoria de los hongos que atrapan nematodos se encuentran en su forma
asexual, conocidos como Hyphomycetes; también se encuentran en Zygomycota y
Ascomycota. Entre los géneros mas conocidos se encuentras Cystopage
Drechsler, Stylopage Drechsler, Zoophagus Sommerst, Triposporina, Hohnel,
Tridentaria, Nematoctonus Drechsler, Hyphoderma Wallr., Hohenbuehelia
Schulzer, Arthrobotrys Corda, Drechslerella Subram, Orbilia Fr., Dactylellina M.
Morelet, Dactylella Grove, Monacrosporium Oudem (Zhang et al. 2011). El
MycoBank reporta 347 especiesde hongos nematéfagos (Crous et al. 2004). La
taxonomia tradicional de los hongos nematofagos se basaba en la morfologia de
los conidios y del conidiéforo sin tomar en cuenta la morfologia de las trampas.
Esto ha dado a una situacion donde especies con diversos tipos de trampas han

sido asignados a un solo género (Liu y Zhang, 2003).
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Estudios recientes con ITS y secuencias del gen 18S indican que las
trampas son mas informativas que las otras estructuras en las que se limitan los
géneros (Lio y Tzean 1997; Ahrén et al. 1998; Scholler et al. 1999; Li et al. 2005).
Ahrén et al. (1998) encontro un linaje de hongos nematofagos el cual se dividia en
tres: especies con anillos constrictores, especies con estructuras adhesivas
variadas (redes, hifas, botones y anillos no constrictores) y especies sin
estructuras de trampas. Basado en resultados de caracteristicas morfolégicas y

moleculares

Basado en resultados de caracteristicas morfolégicas y moleculares Scholler
et al en 1999 clasificé a los hongos nematofagos dentro de los ascomicetes en
cuatro Géneros: Dactylellina caracterizada por sus botones adhesivos pedicelados
incluyendo especies que se caracterizaban por tener anillos no constrictores y
botones adhesivos pedicelados; Gamsylella la cual se caracteriza por sus ramas
ensanchadas adhesivas y botones no pedicelados; Arthrobotrys caracterizada por

sus redes adhesivas; y Drescheslerella caracterizada por sus anillos constrictores.

Hongos endoparésitos

La mayoria de los hongos endoparasitos son obligados o poco competitivos
como saprofitos en el suelo, pero usualmente tienen la capacidad de infectar a un
amplio rango de nematodos (Moosavi y Zare 2012). Los parasitos obligados viven
todo su ciclo vegetativo dentro del huésped infectado (Lopez-Llorca et al 2008).
Los hongos endoparasitos se encuentran dentro de Oomycota, Chytridiomycota,

Blastocladiomycota, Ascomycota y Basidiomycota, en los géneros tipicos incluye
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Myzocytium, Drechmeria, Nematoctonus e Hirsutella.Se han reportado alrededor

de 122 especies de endoparasitos de nematodos (Zhang et al 2011).

Los hongos endoparéasitos de nematodos fitopatdégenos, tienen mecanismos
de infeccion mediante sus esporas, las cuales penetran la cuticula de su
hospedero. Por ejemplo el caso de Drechmeria coniospora que forma un gran
namero de conidios a comparacion de su produccién de hifas. D. coniospora
puede producir hasta 10,000 esporas por nematodo infectado, mientras que otros
hongos como Hirsutella rhossiliensis solo produce de 100-1000 conidios por
nematodo infectado. Ambos hongos desarrollan conidias adhesivas con las cuales

infectan a los nematodos (Tedford et al 1993).

El Género Harposporium produce esporas con formas especiales, las cuales
son ingeridas por los nematodos. Debido a sus formas, las esporas se quedan
incrustadas en el eso6fago de los nematodos y a partir de ahi comienza su
infeccién (Hodge et al. 1997). Catenaria anguillulae infecta a los nematodos a
través de zoosporas motiles que se enquistan o adhieren a la cuticula del
nematodo (Jansson y Thiman 1992). El Género Haptoglossa tiene un interesante
método de infeccidon en el cual dispara sus esporas hasta que infectan a su

hospedero (Robb y Barron 1982).

Hongos parasitos de hembras y huevos

Los hongos parasito de huevos y quistes también son llamados hongos

oportunistas, estos utilizan su apresorio 0 zoosporas para infectar a sus
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hospederos (Lopez-Llorca et al. 2008). Este grupo de hongos comprenden los
géneros Pochonia, Paecilomyces, Lencanicillium y Nematophora. Los parasitos de
huevos y estadios sedentarios de nematodos, han atraido la atencion debido a su
elevado potencial en control biolégico de nematodos de importancia econémica.
Estos hongos pueden sobrevivir como saprofitos en la rizésfera, y son
relativamente faciles de cultivarlos en masa, estos hongos son mas infectivos ya

que atacan a estadios sésiles de los nematodos (huevos, quistes, hembras).

Dentro de los hongos nemat6fagos, pocos se han considerados como
prometedores como agentes de biocontrol (Siddiqui y Mahmmod, 1996). Dentro de
los mas comunmente aislados estan Pochonia chlamydosporia y Paecilomyces
lilacinus (Siddiqui y Mahmmod, 1996). Los huevos de los nematodos estan
compuestos por distintas capas que mayormente consisten en proteina y quitina
(Perry, 2002). La penetracion de la cubierta del huevo de los nematodos es dada
por estructuras especializadas como el apresorio el cual forma una clavija o
micelio engrosado para lograr esta fase infectiva (Lépez-Llorca et al, 2008). Las
enzimas extracelulares como las proteasas y quitinasas juegan un rol muy
importante durante la penetracion de la cubierta y en la desintegracion de las
capas de la cubierta de los huevos (Yang et al. 2007). Los hongos parasitos de
huevos y hembras, pueden producir enzimas extracelulares, y por eso se
consideran mucho mas efectivos en la infeccion de los huevos de nematodos

(Yang et al, 2007).

Los hongos difieren en su habilidad de degradar las capas de los huevos y el

proceso de infeccion (Segers et al. 1999). Pochonia chlamydosporia es un
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parasito de hembras y huevos de nematodos agalladores y quisticos, este
desarrolla micelio engrosado en redes que formas apresorios en la cubierta de los
huevos (Vieane et al. 2006). Las proteasas y quitinasas producidas por P.
chlamydosporia son efectivas en la degradacion de la cubierta de los huevos
(Vieane et al. 2006). P. chlamydosporia secreta la proteasa VCP1 que puede
hidrolizar las proteinas de la cubierta de huevos de especies de Meloidogyne sin

embargo no las de Globodera (Segers et al. 1999).

Hongos productores de toxinas

Los hongos que producen toxinas secretan toxinas que inmovilizan a los
nematodos después de la penetracion con su hifa a la cuticula del nematodo
(LoGez-Llorca, et al. 2008). La mayoria de estos hongos pertenecen a los
Basidmycetos (Pleurotus, Coprinus) aunque otras especies (Lecanicillium,
Paecilomyces, Pochonia) también producen compuestos nematicidas.
Paecilomyces lilacinus secreta acido acético que paraliza los juveniles de los
nematodos (Djian et al. 1991), y algunos compuestos bioactivos se han aislado de
cultivos in vitro de Pochonia chlamydosporia (Kerry y Hominick 2002). Hasta el
momento se han reportado mas de 270 hongos que inmovilizan nematodos por
medio de toxinas y se han identificado 270 compuestos nematicidas secretados
por hongo (Zhang et al. 2011). Estos compuestos incluyen alcaloides, péptidos,
terpeno, compuestos alifaticos, esteroles, quinonas y compuestos aromaticos (Li
et al. 2005). Recientemente se han identificado por medio de rayos X compuestos

aislados de Arthrobotrys oligospora como el arthrobotrisins A-C 1-3.
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También se han reportado nuevos mecanismos nematicidas en Coprinus
comatus el cual pudo inmovilizar a Panagrellus redivivus por medio de dos
estrategias (Luo et al. 2007). La primera con estructuras en forma de bolas
espinosas, las cuales pueden dafiar la cuticula del nematodo mediante fuerzas
mecanicas. La segunda este hongo también puede secretar una potente enzima

gue inmoviliza y da muerte al nematodo en unas cuantas horas.

Seleccién de cepas de hongos nematofagos altamente virulentas para su
uso en el control biolégico

Aunque se han encontrado y probado muchos microorganismos antagonistas
de nematodos, no se han desarrollado productos que tengan el mismo costo
beneficio al igual que los nematicidas quimicos (Oka et al. 2000). La estrategia
mas comun para el control de los nematodos fitopatogenos es mediante la
produccién en masa de hongos que atrapan nematodos seguido de su aplicacion
en el suelo. Basado en eso han emergido la demanda de crear nuevas estrategias
de control de nematodos fitopatbgenos, una de ellas es la implementacion de

cepas nuevas de microorganismo (Casas y Herrera 2007).

Una manera de mejorar la patogenicidad es incrementando el nimero de
copias de los genes virulentos o introducir virulencia exégena. Esta estrategia ha
sido usada satisfactoriamente en los hongos entomopatégenos y otros hongos
patogenos (Wang et al. 2010). Wang et al (2007) encontraron un alto nivel de
expresion en una toxina-neurotoxica del escorpion Androctonus australis y su

insercion en M. anisopliae incrementd su virulencia en un 22% contra el gusano
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del cuerno del tabaco (Manduca sexta) y 9% contra el adulto del mosquito (Aedes

aegypti).

La cepa de M. anisopliae con modificaciones de ingenieria también fue
dramaticamente mas virulenta contra la broca del cafeto Hypothenemus hampei,
incrementando su mortalidad de casi 1 a 3. La concentracion letal media (CL50)
fue reducida 15.7% y el promedio de sobrevivencia fue reducido en un 20% (Pava-
Ripoll et al. 2008). Qin et al (2010) modifico genéticamente una cepa de Beauveria
bassiana con la expresion de una proteina insecticida (Vip3A) de Bacillus
thuringiensis. Esta cepa mostré una mejora en su virulencia contra larvas de

Spodoptera litura.

Hay pocos casos exitosos de mejorias de virulencia de hongos nematofagos
(Yang et al 2011). Una proteasa degradadora de cuticula fue aislada de
A.oligospora (Tunlid et al. 1994) y el gen que la codifica fue clonado (Ahman et al.

1996). Subsecuentemente, la transformacién

Paecilomyces lilacinus es un hongo oportunista que puede infectar a
nematodos e insectos, y ha sido estudiado ampliamente y satisfactoriamente
implementado para el control de nematodos fitopatdgenos (Kalele et al. 2007).
Este hongo puede infectar huevos y quistes a través de enzimas hidroliticas
secretadas (Khan et al. 2003). Una serina proteasa pSP-3 fue identificada de un
cultivo filtrado de P.lilacinus por medio de cromatografia (Bonants et al. 1995),

esta enzima present6 una alta grado de similitud la subtilisina serina proteasa.
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El hongo Lencanicillum psalliotae es un parasito efectivo de nematodos
fitopatdgenos (Zare 2000), una proteasa degradadora de cuticula (Verll2) se

purificé y clono de este (Yang et al. 2005).

Produccion y formulacion de agentes antagonicos de nematodos

La fermentacion y formulacion de microorganismos de biocontrol
frecuentemente limitan y son factores decisivos en las medidas de control
biol6gico. (Burges 1998). Este es un caso en particular del uso de hongos
nematéfagos en el control de nematodos fitopatégenos. La produccion y la
formulacion de hongos bicontroladores son procedimientos claves para la
aplicacion de agentes antagonicos de nematodos. La fermentacion liquida y sélida
son los métodos mas comunes para la produccion en masa de hogos. La
fermentacién en medio solido es el método mas utilizado, y es especialmente
usado para hongos que no pueden producir esporas en liquido. Sin embargo, tiene
ciertas desventajas, incluyendo largos periodos de produccion, altos residuos y
bajo rendimiento. La fermentacion en medio liquido se ha considerado
frecuentemente como la mejor para uso de control biolégico (Papayizas et al.
1984). Por otra parte, la combinacion de ambas fermentaciones quiz4 podra ser la
manera en que se pueda tener una produccion en mas de estos hongos. La
produccion de micelio se puede producir usando fermentaciones liquidas y las
conidias pueden ser producidas en medios sélidos (Feng et al. 1994). La harina de
maiz y los medios de papa con dextrosa han sido utilizados para la producir en
masa hongos endoparasitos como Drechmeria coniospora, Verticillium balanoides

y Harposporium anguillulae (Lohmann y Sikora 1989). La produccion en grandes
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cantidades de estos hongos tienen una ventaja como agentes de control biologico,
ya que no se basan en una sola fuente de energia, a diferencia de los hongos que

parasitan huevos y quistes y hongos atrapadores de nematodos.

Una buena formulacién es clave en el éxito de los agentes de control
biolégico. La formulacion de agentes de control biolégico incluyen formulas en
polvo, polvos humectables, emulsiones, soluciones oleosas, granulares vy
microencapsulados (Liu et al. 2004). La formulacion de los agentes de control
biolégico puede ser utilizada para estabilizar a los organismos durante su
produccion, para su distribucion y almacenaje, ayudar en el manejo y la aplicacion
del producto, proteger al agente de las condiciones del medio ambiente y mejorar
la actividad del microorganismo (Jones y Burges 1998).Desde un punto de vista
técnico, para que una formulacion sea efectiva se requiere conocimiento del
agente de biocontrol, del patégeno, del medio ambiente y de las interacciones que
tiene con los demas microorganismos. Desde el punto de vista del usuario final,
hay ciertas cosas que necesita comprender como la manera del manejo de la
formula, el equipo necesario y la manera de aplicarlo (Leggett et al. 2011). Es
importante empezar con el entendimiento de la biologia del agente de control y su
organismo objetivo y tener una vision clara de los requerimientos que se le deben
de dar. Una vez que se establece el programa de investigacion integral necesita
ser desarrollado. Los coadyuvantes potenciales deben ser seguros y aceptables
para las agencias reguladoras en todas las areas que se utilizara el producto. Se

recomienda recurrir a las experiencias de personas especializadas con el fin de
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identificar los ingredientes de la formulacion y su desarrollo apropiado (Leggett et

al. 2011).

La microencapsulacion es un paso prometedor hacia la comercializacion de
agentes de biocontrol. Patel et al. (2011) investigaron el efecto de las condiciones
de fermentacion para suprimir la formaciéon de pellets de Hirsutella rhossiliensis en
matraces de cultivo y desarrollar un nuevo sistema de capsulas con un contenido
de nutrientes optimizado. Cuando se incubo un matraz Erlenmeyer con 2% de
glucosa y 0.5% de extracto de levadura sin baffles, se observd una formacion
densa de pellets. Solo el 40%del micelio tenia un tamafio de500 mm. Cuando se
utilizé un matraz con 3 baffles la porcién de micelio que media < 500mm se elevd
a 95%.Después se investigd la influencia del nivel de aereacién y velocidad de
agitacion en la produccion de micelio en un reactor tipo tanque. La mejor
fermentacién se obtuvo con 0.4 vwm y 400rpm de velocidad de agitacién con 90 %
de micelio <500mm y 5 g/L de biomasa. Posteriormente, el micelio fue
microencapsulado un perlas huecas de sulfoetilcelulosa. Experimentos mostraron
que el nutriente reserva de las capsulas. Recientemente, Jin y Curtis (2011)
desarrollaron un método de microencapsulacién de conidios de Trichoderma con
azucar pulverizada. La microencapsulacion con azucares, como la sucrosa,
molasas o glicerol incrementaron significativamente los niveles de viabilidad
después del secado. La microencapsulacion de las conidias con el 2% de una

solucion con sucrosa resultd con los mayores porcentajes de viabilidad. La
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Casos exitosos de uso de hongos nematéfagos en el control de nematodos
fitopatégenos

Los hongos nematéfagos son potenciales agentes de control biologico para
el control de nematodos fitopatdégenos, y diversos nematicidas biolégicos se han
desarrollado en base a estos hongos (Dong y Zhang 2006). Estos nematicidas
bioldgicos han mostrado su capacidad de promover el crecimiento de las plantas y

reducir el dafilo causado por nematodos.

Desde que los hongos atrapadores de nematodos Arthobotrys irregularis y
A. robusta (Cayrol et al 1978) se desarrollaron como agentes comerciales de
control biolégico, se han usado mas hongos para el control biologico de
nematodos. Paecilomyces lilacinus y Pochonia chlamydosporia se han estudiado
extensivamente como agentes de control de nematodos fitopatdégenos.
Paecilomyces lilacinus es un hongo biocontrolador con un potencial de actividad
de controlar los nematodos fitopatogena de mayor importancia agricola (Mendoza
2004). Brand et al. (2004) produjeron un nematicida con P. lilacinus basado en
una fermentacion solida. Este producto fue evaluado para su actividad nematicida
en macetas con cultivo de col, inoculadas con M.incognita. Las plantas fueron
evaluadas dos meses después de su inoculacién. Los productos fermentados una
reduccion en la poblacion de nematodos. Los mejores resultados se obtuvieron
con la soja desgrasada, que mostré casi el 100% de reduccidén en el nUmero de
nematodos; con cascarilla de café fue de 80% y con bagazo de yuca fue alrededor

del 60% (Brand et al. 2004).
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En otro experimento bajo invernadero, se realizé con el fin de controlar M.
incognita y M. hapla en un cultivo de tomate (Kienwich y Sikora 2004).
Paecilomyces lilacinus formulado como Bioact WG se incorpor6 a un suelo
inoculado con nematodos noduladores antes del transplante de un cultivar de
tomate susceptible. Se incluyeron tratamientos del suelo con plantulas tratadas 24
h antes de ser transplantadas, tratamientos post-siembra y diferentes niveles de
riego . Todos los tratamientos, solos o combinados se le midio el indice de agallas
y el nimero de masas de huevos comparado con un testigo que constaba de una
planta de 12 semanas después de ser sembrada. Los resultados mostraron que la
combinacion de la aplicacion en la presiembra mas las plantas en almacigos y el
riego después de la siembra, dieron el mejor control y resulto mayor rendimiento

de fruto ademas de bajar el indice de agallas por planta.

Paecilomyces lilacinus y Monacrasporium lysipagum fueron probador para
observar su habilidad de reducir poblaciones de los 3 nematodos de mayor
importancia econdémica en un experimento llevado a cabo en macetas (Khan et al.
2006). Los hongos fueron probados tanto individualmente como combinados
contra el nematodo nodulador Meloidogyne incognita, el nematodo quistico de los
cereales Heterodera avenae y contra Radopholus similis en un cultivos de tomate,
cebada y cultivo de tejido de banano respectivamente. En todos los casos, las
poblaciones de los nematodos fueron controlados substancialmente con las dos
maneras de aplicacion de los hongos, solos o combinados. La aplicaciones
combinadas de Paecilomyces lilacinus y Monacrasporium lysipagum redujeron

62% de las agallas de Meloidogyne incognita y el 94% de sus juveniles en el
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cultivo de tomate en comparacion de su testigo. Para Heterodera avenae la
poblacién se redujo en un 65 % después de la aplicacion de la combinacién de los
hongos. Para el control de Radopholus similis, la aplicacion solamente de
Monacrasporium lysipagum los redujo en 86% y en combinacion de Paecilomyces

lilacinus del 96%. En todos los casos fue mejor la aplicacion de ambos hongos.

La eficacia de tres hongos nematéfagos, Paecilomyces lilacinus,
Plectosphaerella cucumerina y Pochonia chlamydosporia, para el control del
nematodo dorado de la papa como parte de un manejo integrado de plagas. Se
probd la compatibilidad de los nemat6fagos con los pesticidas mas comunes y
ademas la habilidad de competir contra hongos de suelo como Rhizoctonia solani,
Chaetomium globosum, Fusarium oxysporum, Penicillium bilaii y Trichoderma
harzianum fueron probadas in vitro. Paecilomyces lilacinus mostr6 ademas el
potencial de controlar el patdbgeno de suelo Rhizoctonia solani, al cual le inhibié su
crecimiento ademas de deformar su crecimiento hifal. Plectosphaerella
cucumerina tuvo poca competencia con los deméas hongos, mientras que Pochonia
chlamydosporia fue el menos susceptible a la inhibicion por otros hongos. El
hongo que resultdé mejor a la combinaciéon de pesticidas y nematicidas fue P.
lilacinus pero este trabajo aun no se ha probado en suelo contra el nematodo

dorado de la papa (Jacobs et al. 2003)

Recientemente, mas hongos nematofagos se ha probado su potencial como

agentes de control biolégico de nematodos fitopatégenos. Por ejemplo, el hongo
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atrapador Arthrobotrys oligospora fue probado in vitro contra Meloidogyne
graminicola y Rhizoctonia solani (Singh et al. 2012). Cinco aislados de
Arthrobotrys oligospora fueron aislados de diferentes localidades de india. La
diversidad de estructuras para atrapar nematodos de este hongo depende de las
condiciones medioambientales. Se probo in vitro la formacion de estructuras y la
capacidad de depredar nemartodos del género Meloidogyne graminicola J2 asi
como su interaccion con Rhizoctonia solani. Todos los aislados de Arthrobotrys
oligospora paralizaron y mataron a Meloidogyne incognita y Rhizoctonia solani. La
aplicacion del aislado VNS-1, en suelo infestado con Meloidogyne incognita y
Rhizoctonia solani bajo condiciones de macetas, redujo de un 57-62% la poblacién

de nematodos y de un 55-59 % en la incidencia de Rhizoctonia

La aplicaciones de Arthrobotrys oligospora al suelo aumento el crecimiento
de las plantas: longitud de brotes por 56.4-68,8%, longitud de la raiz por 44 a
54,55%, peso fresco de los brotes y las raices por 62,91 a 65,4%y 38,9 a 44,19%,
respectivamente, en comparacién con las plantas cultivadas en suelos infestado
con nematodos del suelo. A partir de los informes anteriores, podemos anticipar
que mas BCA serian desarrollado en base a hongos nematéfagos en el futuro, y

estos BCAs habria aplicado ampliamente en la agricultura y la produccién forestal.



MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realiz6 dentro de las instalaciones del
Departamento de parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
y el departamento de Nematologia de la empresa GreenCorp Biorganiks de

México, S.A de C.V, ubicadas en Saltillo, Coahuila, México.

Seleccion de muestras de suelo

Las muestras de suelo fueron proporcionadas por el laboratorio de
nematologia de la empresa GreenCorp Biorganiks de México S.A de C.V, el cual
tiene una entrada de muestras para ser analizadas para diagndstico nematoldogico.
Se seleccionaron 150 muestras de una profundidad de 0-15 cm en base a los

siguientes criterios: regidén geogréfica, tipo de suelo y cultivo establecido.

Medio de cultivo para hongos nematéfagos

Para el aislamiento primario de los hongos nematofagos se utiliz6 un medio
de cultivo descrito por Ghahfarokhi en el 2004: clorafenicol (0.05%, disuelto en
etanol); agar (2%) en un litro de agua destilada (CAA).Todos los componentes
seran mezclados en un matraz Erlenmeyer y este se autoclavo por 15 min a

121°C, una vez estéril serd vaciado a cajas Petri.
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Obtencion de nematodos

Se obtuvieron masas de huevecillos del nematodo Meloidogyne sp a partir
de tubérculos de papas. La extraccion fue manual con la ayuda de una aguja de
diseccidbn y un estereoscopio. Las masas fueron transferidas a frascos de
polietiieno con 10 mL agua destilada estéril, posteriormente los frascos se
cubrieron con papel aluminio y se incubaron a 25°C/48hrs con el fin de que

eclosionen los juveniles del segundo estadio (J,) (Trevifio, 2013).

Aislamiento e identificacién de hongos

Cada muestra seleccionada se proces6é independientemente. Los
aislamientos de los hongos nematofagos se llevd acabo de acuerdo a la técnica
descrita por Ghahfarokhi, 2004, llamada espolvoreado en placa. Agregando 1 gr
de suelo previamente homogenizado directamente en las placas petri con agar
agua. Después de tres dias de incubacion a 25°C se colocaron de 500-1000 J2 del
nematodo Meloidogyne incognita, la placas Petri se monitorearon cada 24h con el
fin de observar estructuras tipicas de los hongos bajo microscopio estereoscopico,
los hongos que presentaron estructuras caracteristicas fueron transferidos a
placas Petri con PDA (Agar Papa Dextrosa) mediante la técnica de punta de hifa
(Gams, 2003) con el fin de obtener cultivos puros. La identificacion de hongos
nematofagos se baso en la observacion morfologica bajo microscopia utilizando
como referencia las claves de identificacion taxonomica de (Zhang, 2014) tomando
de referencia las estructuras como trampas y anillos, medidas de conidioforo y

conidios caracteristicas del orden Orbilia.
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Identificacién molecular de la cepa HNO1

Se llevé a cabo la resiembra de la cepa HNO1 en caldo M5 hasta producir
una cantidad adecuada de biomasa de la muestra para su posterior extraccion de
ADN; para la produccion de la biomasa se realizdé una suspension de esporas con
Tween 80 y/o usando explantes para inocular el medio, se deja en incubaciéon de

28 a 30°C durante 5 dias en agitacion constante a 100 rpm.

Al término del tiempo de incubacion del caldo M5 se filtr6 la biomasa
formada y se lavo con agua destilada estéril de 2 a 3 veces y se coloc6 en papel
aluminio para su congelacion a -60 °C. De la biomasa obtenida se llevo a cabo la
extraccion del ADN con la técnica modificada “Extraccion de cepas fungicas con
Acetato de sodio”. Posterior a esto, se checo la integridad y calidad del ADN de las
muestras (en gel de agarosa al 1%) seleccionando las mejores para la
amplificacion, mediante PCR punto final, de la region 18S ribosomal. La reaccion
se inicié con el juego de primers pN3 — pN10 que amplifican ~600bp en la regién
18S del rDNA, con una temperatura de hibridacién de 60°C condicionada en el

termociclador Axygen/Maxigen disponible en el laboratorio de Biologia Molecular.
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Tabla 1.Secuencias de bases de los PRIMERS utilizados para la
identificacion de la cepa HNO1

Nombre Secuencia Temp. de
del Primer Alineamiento
(°C)
pN3 5 - CCGTTG GTG AAC CAG CGG AGG GAT 60
C-3

El peso molecular del producto de la PCR se verific6 mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1% y se envié una muestra de dicho producto a
la empresa Macrogen Corporation para la secuenciacion. Las secuencias
obtenidas se corrieron en el programa Chromas 2.0 lite, para corroborar si habia
seflales no definidas. Finalmente usando la base de datos de genomas
disponibles en pagina web del NCBL, con la herramienta BLAST, se compararon
las secuencias de las muestras estudiadas con las almacenadas en esta base de

datos para su identificacion.

Estudios de efectividad biolégica contra Meloidogyne incognita

Para este estudio, se realiz6 incremento de las cepas aisladas, utilizando el
método de medio de cultivo solido en placas Petri con PDA, incubandolas a 25°C
durante un periodo de 96h, posteriormente se llevé a cabo un barrido de esporas
con la ayuda de una varilla de vidrio y una suspension de agua+tween 20 al .1%,
hasta obtener una suspension conidial. Dicha suspension se le realizé un conteo
de conidios bajo microscopio utilizando una camara de Neubauer, para asi tomar
la concentracion maxima, media y baja, que fue utilizada en el bioensayo de

efectividad biologica. Los bioensayos de actividad nematofaga, de cada especie
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identificada del Género Arthobotrys spp., contra Meloidogyne incognita bajo
condiciones in vitro. Estos se llevaron a cabo en caja petri de didmetro de 5 cm
conteniendo +/- 100 juveniles del segundo estadio de Meloidogyne incognita,
agregando concentrados celulares 1x10°, 1x10° y 1x10’ U.F.C/ml (Unidades
Formadoras de Colonias), durante un periodo de tiempo de 168h. Se establecié un
disefio completamente al azar, con arreglo factorial con 15 tratamientos con 5
repeticiones mas un testigo adicional, los datos obtenidos se analizaron mediante
el Software estadistico R version 3.2. Se evalud el porciento mortalidad realizando
un analisis de varianza entre media de tratamientos con un nivel de confianza del

95% y tiempo letal medio (TLsgymediante un analisis de regresion probit.



RESULTADOS Y DISCUSION

Cepas identificadas

De un total de 150 muestras analizadas se lograron aislar e identificar de
acuerdo con las claves taxonomicas de Zhang (2011), cinco cepas de hongos
nematofagos, dentro de las cuales destacaron los géneros Arhtrobotrys spp., y
Drechslerella spp., las caracteristicas morfolégicas y morfométricas se presentan

en la tabla 1.

Mitsui (1985) menciona que la mayoria de los hongos nematéfagos se
encuentran en la primera capa del suelo de 10-30 cm, lo cual coincide con la
profundidad de las muestras utilizadas para el aislamiento de las cepas de
hongos. Persmark y Jansson (1997) investigaron la rizésfera de cultivos de
cebada, habas y mostaza y encontraron mas densidad de hongos en muestras
donde estaban los cultivos establecidos. Ademas encontraron que las especies
mas comunes de hongos nematdfagos fueron Arthrobotrys oligospora. Sin
embargo Arthrobotrys musiformis, A.robusta y Dactylella lobata también son

significativamente mas abundantes que otras especies (Jaffee y Strong 2005).
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Tabla 2. Especies de hongos nematéfagos identificados a nivel morfolégico

Clave Género Especie Tipo Rango de Rango de Origen Hospedero
designada Hongo de Medida de Medida
trampa conidi6foro de
conidio
HNO1 Arthrobotrys ~ musiformis Red 104-640 um 20-47.5 Chiapas Banano
Hm x 7—
12.5um
HNO2 Drechslerella yunnanensis Anillo 60-100pm  7.8-12.9 x  Guanajuato Chile
3.3-4.2
pm,
HNO3 Arthrobotrys  oligospora Red 110-440 ym 17-35 x Michoacan Zarzamora
8.5—-16um.
HNO4 Artrobotrys spp. Red Coahuila Pino
HNO5 Artrobotrys Musiformis Red 104-640 um 20-47.5 Chiapas Banano
pm x 77—
12.5um

Identificacién molecular

Se logré la identificacion molecular de la cepa HNO1 (Arthrobotrys

musiformis), la cual su secuencia de ADN fue introducida a la base de datos del
BLAST del NCBI, los cuales arrojaron una similitud del 99% con una cobertura del

94%La secuencia analizada en la base de datos se muestra a continuacion:

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCCGCAGGCCTCCTGTACTGCCTGTTTGGC
CGCCTTAACTGCGCGGTCAACTGGTTAACCCTTTGTGAACCAAAAAACCT
TTCGCTTCGGCAGCTGGGCCCTGACCGGCCTGTCAGCCTGCCGTTAGCAC
CCTTCAAAAACTTGTTGTCAAAACATTGTCTGATAACCAAATTTTCGAAT
GAAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCCGCATCGATGAAA
AACGCAGCGAAACGCGATAGTTAATGTGAATTGCAAAATTCAGTGAATCATC
GAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTGGTATTCCTTTGGGCATGTC
TGTTTGAGCGTCATTACAACCCCTCAGCTAACGCTGGTTTTGAACCCGAA
CGGCCTCGTGCCGCACCGGTTTTAAAGTTGTAAGCTCTGCTGGCCGCTCT
GCCCCAACCAGAACATAGTAAGCAACTACTTGTTAGGGTGAAGGTGAACG
GTTACGGCCTGAACAAAACCTACTTCTCAAGGTTTGACCTCAAATCAAAC

AAGGATACCCGCTGAACTTAAGCANTANNAAAANCAAAA
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El resultado del analisis de esta secuencia proporcionado por la base BLAST se
presenta en la tabla 3

Tabla 3. Analisis de secuencia de ADN de cepa HNO1

Clave Identificaciéon Acceso Cobertura  Error Anexo Maxima
molecular (%) (%) identificacién
(%)
HNO1 Arthrobotrys  Y17070.01 94 0 1 99
musiformis

Resultados de bioensayos de efectividad biolégica a nivel laboratorio

Todas las cepas aisladas de hongos nematofagos tuvieron un efecto
nematicida contra los J, de Meloidogyneincognita. Los tratamientos que mostraron
mayor porcentaje de mortalidad fueron los de mayor concentracién (1x10’
U.F.C/ml), ademas se observé que la mortalidad maxima se alcanzé en el tiempo
maximo de evaluacion de 196 h. Coincidiendo con Davila (2005), quien demostré
que los tratamientos de mayor concentracion de U.F.C/ml de Arthrobotrys spp.,

ejercieron mayor control sobre Meloidogyne javanica.

Se encontré una variabilidad entre el control que ejercieron las cepas entre los
diferentes aislados. Esta variabilidad puede ser a las diferentes caracteristicas de
adaptabilidad de cada una como los factores edéficos, la temperatura y la region

geografica de la cual se aislaron las cepas.

En la tabla 4 se presentan el porcentaje de mortalidad y el tiempo letal medio
gue ocasiona la cepa HNO1 (Arthrobotrys musiformis) sobre Meloidogyne
incognita. En donde la concentracién de 1x10’ U.F.C/ml alcanzé una mortalidad

del 94% en un TL50 de 106.07, observando diferencia significativa con el
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tratamiento de 1x105 U.F.C/ml el cual logro reducir la poblacién solamente en un

58% con un TL 50 de152.17

Tabla 4. Efectividad biolégica de la cepa HNO1 sobre Meloidogyne incognita.

U.F.C/ml % Mortalidad TL50 (h)
1x105 58 B 152.17
1x106 90 AB 111.63
1x107 94 A 106.07

Testigo 3C

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)

En la figura 1 se presenta la efectividad de los tratamientos de la cepa HNO1
sobre la poblacion de M.icognita a través del tiempo, en la cual podemos observar
gue la poblacion se ve afectada hasta después de 48 h ya que existe un proceso
en los hongos nematdfagos de reconocimiento y recepcion. Los porcentajes de
mortalidad concuerdan con los reportados por Gutiérrez (2013), en la cual redujo

la poblacion del nematodo Haemonchus contortus con cepas de A.musiformis en

un 97%

rrrrrr

Figura 1. Porcentaje de mortalidad de Meloidogyne incognita causada por la cepa
HNO1
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La cepa HNO2 identificad como Drechslerella yunnanensis fue el hongo que
causo menor indice de mortalidad a M.incognita como se puede observar en la
tabla 4, alcanzando un porcentaje maximo de 59% en su dosis mas elevada
1x10°U.F.C/ml con TLsy de 146.53 h, mientras que la dosis de 1x10° U.F.C/ml no

pudo reducir el 50% de la poblacion de nematodos.

La efectividad sobre nematodos fitopatdgenos de Drechslerella ha sido poco
estudiada. Castillo et al. (2010), evaluaron dos cepas de este género,
Drechslerella dactyloides y Drechslerella brochophaga contra el nematodo
reniforme Rotylenchulus reniformis. Describieron que la formacion de anillos oscila
en un periodo de tiempo de hasta 72 h y lograron observar una mortalidad de un
60% y 70%, coincidiendo con la cepa HNO2 que logr6 obtener un 59% de

mortalidad.

Tabla 5. Efectividad biolégica de la cepa HNO2 sobre Meloidogyne incognita.

U.F.C/ml % Mortalidad TL50 (h)
1x105 43 C
1x106 51B 164.05
1x107 59 A 146.53
Testigo 2D

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad de Meloidogyne incognita causada por la cepa

HNO2

Arthrobotrys oligospora es uno de los hongos nematofagos mas estudiado, su
actividad nematofaga fue descrita por Zopf (1988) y esta considerada como una
de las especies del genero Arthrobotrys mas comunes. Dicha actividad se le
confiere a genes virulentos los cuales involucran la produccion de enzimas

hidroliticas como las proteasas y las quitinasas.

La tabla 5 contiene los porcentajes de mortalidad ocasionados por este
hongo, el cual logro reducir la poblacion de M. incognita en un 87% en un TLs de
118 h en el tratamiento de mayor concentracién 1x10’U.F.C/mly un 63% en el de

menor concentracion 1x10°.

Zouhar et al. (2010), evalu6 la patogenicidad de seis especies de hongos
nematéfagos en donde destacé la actividad nematicida de una cepa Arthrobotrys
oligospora la cual logré reducir poblaciones de Globodera rostochiensis en un

100%, 82% de Meloidogyne hapla y 98% para Ditylenchus dipsaci

Singh et al. (2012), reporté que la aplicacion de Arthrobotrys oligospora
reduce en un 57-62% el indice de nodulacién de Meloidogyne graminicola en

plantas de tomate.
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Tabla 6.Efectividad biologica de la cepa HNO3 sobre Meloidogyne incognita.

U.F.C/ml % Mortalidad TL50 (h)
1x105 63 B 144
1x106 85A 121.51
1x107 87 A 118.24
Testigo 4B

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
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Figura 3. Porcentaje de mortalidad de Meloidogyne incognita causada por la cepa

HNO3

Existen otros factores que no se estudiaron dentro de esta investigacion como
lo es el rango de temperatura que afecta directamente en la capacidad de
depredacion de los hongos hacia los nematodos (Castro et al., 2000) motivo por el
cual pudieran haberse presentado la baja tasa de mortalidad de algunas cepas

aisladas.
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La cepa HNO4, la cual no se logré identificar morfolégicamente, debido a que
las caracteristicas no coincidian con ninguna de las mencionadas en las claves

taxonoémicas.

Tabla 7. Efectividad bioldgica in vitro de la cepa HNO4 sobre Meloidogyne
incognita.

U.F.C/ml % Mortalidad TL50 (h)
1x105 55C 151.67
1x106 63 B 140.24
1x107 69 A 136.98

Testigo 3D

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)

En la tabla 7 se muestra la efectividad bioldgica de la cepa HNO4 donde

alcanzé un porcentaje maximo de mortalidad de un 69%.
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Figura 4. Porcentaje de mortalidad de Meloidogyne incognita causada por la cepa
HNO4
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La cepa HNO5 Arthrobotrys musiformes aislada de suelos forestales, logro
reducir la poblacion de M. incognita en un 70% y 72% en los tratamientos de
1x10° y 1x10” U.F.C/ml respectivamente, mostrando resultados muy diferentes a
los de la cepa HNO1, esta variabilidad puede ser a las diferentes caracteristicas de
adaptabilidad de cada una como los factores edaficos, la temperatura y la region

geogréfica de la cual se aislaron las cepas.

Tabla 8. Efectividad bioldgica in vitro de la cepa HNO5 sobre Meloidogyne
incognita.

U.F.C/ml % Mortalidad TL50 (h)
1x105 68 B 145.51
1x106 70 A 140.94
1x107 72 A 131.88

Testigo 3C

HNO5

Wortalidad
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0

Figura 5. Porcentaje de mortalidad de Meloidogyne incognita causada por la cepa
HNO5
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Tabla 9. Comparacion de medias de tratamientos entre cepas de hongos
nematofagos sobre Meloidogyne incognita

HN % Mortalidad TL50 (h)
HNO1 94 A 106.07
HNO2 S59E 146.53
HNO3 87B 118.24
HNO4 69 CD 136.98
HNO5 72C 131.88

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)

Finalmente se presenta la tabla 9, en la que se comparan las medias de
porcentaje de mortalidad causado por las cinco cepas de hongos nemat6fagos,
donde claramente se observa que el que tuvo mayor efecto fue la cepa HNO1 con

un 94% de mortalidad, contrario a la cepa HNO2 la cual redujo la poblacién 59%.

Tasa de Mortalidad Promedio
100

: -
gl

10 %2/’@/

24 38 53 67 82 96 110 125 139 154 168

Figura 6.Porcentaje de mortalidad de cepas de nematéfagos sobre

Meloidogyne incognita



CONCLUSION

Se lograron aislar e identificar morfolégicamente cinco cepas que mostraron
actividad nematicida contra los juveniles J, de Meloidogyneincognita. En base a
los resultados obtenidos del bioensayo realizado, la concentracién de U.F.C de las
cepas de Arhtrobotrysspp., es muy significativo ya que en todos los casos fueron
los mejores tratamientos. En general se observd que a mayor tiempo de
exposicion de los tratamientos contra los nematodos mayores fue el indice de
mortandad causado por estos. La cepa HNO1 fue la que causé mayor indice de

mortalidad sobre M. incgonita



RESUMEN

El nematodo agallador Meloidogyne incognita, esta reportado como el principal
nematodo que causa dafios severos en la agricultura alrededor del mundo y su
control quimico ocasiona grandes problemas en el medio ambiente. Los
hongos nematéfagos del Género Arthrobotrys spp, son enemigos naturales de
los nematodos, los cuales los pueden inmovilizar y digerir. La infeccién de los
nematodos por los hongos nemato6fagos, precede a la adherencia, el trampeo y
penetracion la cual involucra a enzimas hidroliticas como las quitinasas y
proteasas. Con la finalidad de disminuir el uso de nematicidas quimicos, se
pretende generar nuevas tecnologias, para el control biolégico de Meloidogyne
incognita, a partir del uso de agentes de control, como los hongos nemato6fagos
del Género Arthrobotrys spp. El objetivo del presente trabajo fue aislar e
identificar especies del hongo del Género Arthrobotrys, con actividad
nematofaga contra Meloidogyne incognita, de diferentes regiones agricolas de
México. La presente investigacion, se realiz6 dentro de las instalaciones del
Departamento de Parasitologia, de la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro y de la empresa GreenCorp Biorganiks, ubicada en Saltillo, Coahuila de
Zaragoza. Se procesaron 150 muestras de suelos agricolas de una
profundidad de 0-15 cm en base a metodologias propias para la obtencion de

hongos y nematodos. Los hongos se identificaron mediante técnicas de
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microscopia y claves taxondémicas, encontrando cinco diferentes cepas de
hongos nematdfagos, Arthrobotrys musiformis (HNO1), Drechslerella
yunnanensis (HNO2), Arthrobotrys oligospora (HNO3), Artrobotrys spp. (HNO4),
Artrobotrys spp. (HNO5). Se realizaron bioensayos de actividad nematofaga, de
cada especie identificada del Género Arthobotrys contra Meloidogyne incognita
bajo condiciones in vitro. Estos se llevaron a cabo en caja petri de didmetro de
5 cm conteniendo juveniles del segundo estadio de Meloidogyne incognita,
agregando concentrados celulares 1x10°, 1x10° y 1x10” durante un periodo de
tiempo de 168h. Se establecié un disefio completamente al azar, con arreglo
factorial con 15 tratamientos con 5 repeticiones mas un testigo adicional, los
datos obtenidos se analizaron mediante R. Se evalud el porciento mortalidad
realizando un analisis de varianza entre media de tratamientos y TLso mediante
un andlisis probit. La capacidad nematéfaga fue HNO1 94% TLso 106.07h;
HNO2 59% TLso 146.53h; HNO3 87% TLso 118.24h; HNO4 69% TLso 136.98h;

HNO5 72% TLso 131.88h.
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