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RESUMEN

Los nematodos del genero Meloidogyne spp. son parasitos obligados de plantas,
gue atacan cultivos agricolas de importancia econdmica a nivel mundial. El manejo
implementado para esta plaga, se basa en el uso de quimicos y practicas
culturales. Actualmente, el desarrollo de nuevas alternativas mas amigable con el
ambiente, han llevado a la busqueda de microrganismos que antagonicen
nematodos fitoparasitos. La utilizacibn de compuestos naturales producidos por
hongos nematé6fagos es una nueva area por explorar. Por lo anterior, en este
trabajo se evalud el efecto antagonista del filtrado crudo del hongo hyphomycete
cepa UdeA0106, sobre los estadios larval y de huevo, de especies del genero
Meloidogyne. Los estadios de huevos y J2, fueron expuestos a seis diluciones del
filtrado 100%, 90%, 70%, 50%, 25% y 10% al igual que dos controles de agua y
medio estéril, por 7 y 3 dias respectivamente. La inhibicién en la eclosion de los
huevos, mostro diferencias significativos (p < 0,05) entre los tratamientos y los
controles y durante el tiempo de exposicibn. Ademas, observaciones
microscoépicas, indican la alteraciéon en el desarrollo de aquellos huevos que
fueron tratados con el filtrado, en comparacion con los controles. Para los J2 se
observé un porcentaje de mortalidad del 96,8% con el filtrado puro y de 94,8% y
90,4% con las diluciones al 90% y al 70% respectivamente, después de 72h de
exposicion. De acuerdo con los resultados,, se encontrd un efecto inhibitorio en la
eclosion de huevos y un alto porcentaje en la mortalidad de los J2, lo que sugiere
la presencia de algunas sustancias en el filtrado de la cepa UdeA0106 que afectan
la viabilidad del nematodo.

Palabras claves: Control biologico, Meloidogyne spp., hongos nematofagos,
Filtrados de hongos nematéfagos.



INTRODUCCION

Los nematodos, son gusanos no segmentados muy pequefios y mas abundantes y
diversos de los grupos de fauna que habitan todos los suelos. Estos se alimentan
de un amplio rango de organismos y dependen de finas peliculas de agua para su
desplazamiento. Debido a esto, su actividad es controlada en gran parte por las
condiciones bioldgicas y fisicas del suelo (Yeates & Bongers, 1999).

Una de las zonas menos comprendida y donde se da gran parte de las
interacciones del suelo, es la zona que rodea la raiz; conocida como la rizésfera.
La mayoria de organismos que se encuentran en la rizosfera estan representados
por los principales grupos de: bacterias, actinomycetes, hongos, protozoos y
microalgas (Al Abed, 2008). Dentro de la microfauna presente, los nematodos y
acaros son microorganismos de gran importancia, ya que se encuentran en
proporciones significativas en suelos con raices en comparacion de suelos sin
raices (Kerry, 2000).

Todos los nematodos fitoparasitos, se encuentran en esta zona para poder llegar a
su hospedero; se alimentan de las fuentes de carbono y estimulan la exudacién de
compuestos de las raices, que aumentan la actividad microbiana en la rizésfera, lo
gue a su vez, afecta la actividad de microorganismos benéficos y/o patégenos

para la planta (Kerry, 2000., Piskiewicz et al, 2008).

En las zonas tropicales y subtropicales, las especies de nematodos del genero
Meloidogyne, son la peste con mayor nivel de dafio que ataca un amplio rango de
especies de plantas. En paises tropicales (Sasser, 1979), de los nematodos
fitoparasitos, los nematodos del nodulo de la raiz, son causantes de la perdida de
cultivos alrededor de un 15%, mientras que entre un 50% a 80% de perdidas en
cultivos de vegetales, son comunmente reportadas por especies de este género
(Siddiqui, 2000).
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Ademas, neméatodos formadores de ndédulos o agallas del genero Meloidogyne
spp, son de gran importancia econdémica, ya que representan un limitante en la
productividad y la calidad de la agricultura (Sasser & Carter, 1985), se estima que
son responsables de mas del 90% de todos los dafios causados por estos
microorganismos en todo el mundo (Castagnone-Sereno, 2002) y la severidad del
dafio causado puede ser por especie especifica, por la variedad del hospedero, la
rotacion del cultivo, la estacidn y tipo de suelo (Greco et al. 1992 citado en Perry et
al, 2010).

Dependiendo de las condiciones climaticas, estado del cultivo, la especie de
nematodo, su nivel de densidad, y el factor econémico, varias estrategias pueden
ser empleadas para minimizar el nivel de dafio causado por estos organismos
(Ploeg, 2008., citado en Kaskavalci et al, 2009). Sin embargo, para implementar
una estrategia de manejo integrado de plagas, es necesario conocer el
comportamiento, estructura poblacional, patrones de evolucion y caracteres de
identificacion que permitan hacer uso de diferentes herramientas de control que
regulen la densidad poblacional de los nematodos fitoparasitos (Farguette et al,
2009).

El uso de nematicidas quimicos ha sido una fuerte herramienta para el control de
nematodos fitoparasitos. Sin embargo, practicas de control cultural, tales como la
rotacion de cultivos, métodos de solarizacion o variedad de cultivares resistentes
se han ido implementado para prevenir el ataque de esta plaga. No obstante, el
control bioldgico que se hace para manejar este patdgeno, se hace a traves de
aplicaciones de microorganismos antagonistas de Meloidogyne spp. o por los
compuestos que produzcan estos microbios (Ashraf & Khan, 2010. Citado en
Hashem & Abo-Elyousr, 2011).

Una alternativa para el manejo estratégico de nematodos fitoparasitos, es el uso
de hongos nematoéfagos los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en el
suelo y son asociados constantemente como biocontroladores de nematodos en la
naturaleza (Mukhtar & Pervaz, 2003). Se sabe que parasitan directamente los
nematodos formando dispositivos de hifas ramificadas pegajosas, redes, nudos,
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anillos de constriccion o por la produccion de compuestos nematoestaticos o
nematicidas producidos a partir de sus metabolitos secundarios y por enzimas que
afectan la viabilidad de los huevos del nematodo (Cayrol et al. 1989., Mukhtar &
Pervaz, 2003., Meyer et al. 2004., Lopez-Llorca et al. 2008., Ayatollahy & Fatemy,
2010).

Los productos derivados de hongos con actividad toxica o propiedades
enzimaticas son prometedoras fuentes de nuevos productos quimicos organicos
para el manejo integrado de los nematodos (Regaieg et al. 2010, Cayrol et al,
1989). Se ha encontrado que  algunos hongos nematodfagos, parasitan
directamente a su hospedero o secretan metabolitos secundarios que afectan la
viabilidad de uno o més estadios del nematodo. Debido a esto, la busqueda de
compuestos nemato-toxicos o0 antagonistas, en filtrados de cultivo de hongos, se
ha intensificado considerablemente en los ultimos afios, debido a la cantidad de
toxinas, enzimas o compuestos que pueden derivarse de sus metabolitos
(Regaieg et al. 2010)

Este trabajo de investigacion, se hace con el fin de determinar el efecto
antagonista in vitro del filtrado crudo del hongo hyphomycete cepa UdeA0106
sobre los estadios de huevos y larvas J2 de nematodos del genero Meloidogyne
spp., ya que se ha encontrado que esta cepa presenta caracteristicas de

patogenicidad sobre este género de nematodos fitoparasitos.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA.

1.1 Nematodos

El phylum Nemata o Nematoda comprende especies de nematodos que son
parasitos del hombre, animales y de plantas y especies de vida libre que se
encuentran en el suelo, en agua dulce y habitas marino. Posee dos clases:
Adenophorea y Sercenentea, y se estima que hay alrededor de 500 000 a 1
000.000 especies, de las cuales se han descrito 25 000, y de estos se estima que
15 000 son parasitos tanto de plantas como de animales (Numbers of Living
Species in Australia and the World, 2009).

1.2 Nematodos parasitos de plantas.

Los nematodos fitoparasitos pueden ser de vida libre o endoparasitos migratorios
y pueden alimentarse como ectoparasitos o endoparasitos del sistema radicular.
Son causantes de millonarias pérdidas en una gran variedad de cultivos de
importancia econdmica en todo el mundo (Koenning et al. 1999. Citado en Al abed
Al kader, 2008., Kerry, 2000). Anualmente la perdida de cultivos a escala mundial
atribuida a nematodos parasitos de plantas esta estimada en un rango del 5% al
12%, reduciendo la produccion en millones de toneladas cada afio (Kaskavalci et
al, 2009). Los nematodos de este grupo se distinguen principalmente por la
presencia de un estile en su parte bucal el cual usa para penetrar la pared celular
y absorber los nutrientes de su hospedero. Estos nematodos, pueden actuar de
diferentes maneras en el desarrollo y manifestacion de la enfermedad; ya que
pueden ser vectores de virus u otros parasitos, causantes de lesiones o heridas,
alterando los procesos fisioldgicos de su hospedero, disminucion de la resistencia
y modificando los procesos biologicos de la rizésfera; debido a que pueden

estimular la cantidad de exudados radicales en el suelo, o que conlleva a que la
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planta quede méas expuesta al ataque de otros patdgenos (Bardgett et al. 1999;
Brussaard et al. 2001; Desaeger et al. 2004 citado en Al abed Al kader, 2008).

1.3 El genero Meloidogyne spp.

1.3.1 Historia.

El género Meloidogyne, es de origen griego y significa (hembra con forma de
manzana); también son conocidos como neméatodos del nodulo de la raiz o
nematodos formadores de agallas. El primer reporte ilustrado de la enfermedad
del nddulo de la raiz, aparecio a mediados del siglo XIX por el monje Miles Joseph
Bekerley (1855) quien detecto por primera vez la presencia de agallas en las
raices de pepino en su invernadero causadas por nematodos (Perry et al. 2010.).
En Sur América, en la provincia de Rio de Janeiro, Brasil, Jobert (1877) encontro
en arboles de café enfermos, raices fibrosas con presencia de agallas, algunas de
ellas terminales, otras a lo largo de la raiz y, otras, mas escasas en las raices
laterales. Pero Jobert, no tuvo tiempo de realizar mas observaciones y publicar un
informe acerca de la fitopatologia del café; fue Goldi en 1887 quien publico un
informe detallado acerca de la enfermedad de los cafetales y denomind a la
especie del nematodo del café como Meloidogyne exigua. De ahi en adelante,
aparecieron sinonimias para el género y la especie como Heterodera radicicola y
Heterodera marioni hasta que en 1949 Chitwood, hizo una descripcién de las
cuatro especies del genero ampliamente distribuidas y mas reportadas en
vegetales. M. hapla, M. javanica, M. incognita y M. arenaria (Sasser & Taylor,
1983, Perry et al. 2010).

Hasta Junio del 2009, el genero tenia validadas 97 especies, pero la mayoria del
conocimiento que se tiene sobre el genero Meloidogyne spp. se basa en las cuatro
especies de mayor importancia econdmica, amplia distribucion geografica y el
gran numero de plantas que parasitan: M. incognita, M. arenaria, M. javanica; M.
hapla (Eisenback & Hunt, 2009).
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Sin embargo, cabe destacar que en la actualidad, se estan utilizando nuevas
tecnologias que han proporcionado nuevas herramientas para la identificacion de
especies. Se han utilizado los fenotipos isoenzimaticos, utilizando el SDS-PAGE
de los extractos de proteina cruda y tinciones histoquimicas para esterasas no
especificas, superoxido dismutasa, la malato deshidrogenasa y transaminasa
glutamato oxalacetato; de las cuales, las esterasas y la malato deshidrogenasa,
son comunmente utilizadas como factor discriminante en la identificacion de las
especies de M. incognita, M. javanica, M. arenaria y M, hapla. Ademas, el
desarrollo de marcadores moleculares especificos para cada especie usando
variaciones en el genoma de cada especie acoplado a técnicas de PCR, han
facilitado eliminar las ambigledades del sistema de identificacion taxonémico

tradicional y la descripcion de las nuevas especies.

1.3.2 Biologia y Distribucion.

Los neméatodos del genero Meloidogyne, se encuentran en areas templadas,
tropicales y subtropicales, atacando un amplio rango de plantas de importancia
agricola a nivel mundial (Kiewnick & Sikora, 2005., Al abed Al kader, 2008.,
Caillaud et al. 2007.). Son patdégenos biotréficos obligados, que han desarrollado
estrategias de infeccion en varias especies de plantas de manera similar,
probablemente por alteraciones a nivel de la pared celular de la planta (Caillaud et
al. 2007). Un ejemplo de esta interaccion, se presenta en la hembra; esta se
desarrolla en un estado de endoparasitismo, provocando la ruptura de la epidermis
y el cortes radical, donde permanecen embebidas dentro de una agalla o nédulo
(Kerry, 2000., Khan et al. 2005). Estas alteraciones, producen un desequilibro en
los mecanismos de absorcion de nutrientes y agua en la planta (Khan et al. 2005).
Otro aspecto ligado a estos nematodos fitoparasitos, es la presencia de un estilete
contractil que se encuentra unido a tres glandulas esofagiales, el cual es usado
para penetrar o perforar la pared celular y liberar secreciones esofagiales al tejido
radicular, para poder absorber nutrientes de la planta (Caillaud et al. 2007). Las

hembras, los machos y los juveniles de Meloidogyne spp., poseen estiletes que
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consisten en una punta conica, una columna derecha y tres ndodulos. Los machos
son de cuerpo vermiforme mas engrosados que los juveniles y de poca movilidad;
en especies con reproduccién por partenogénesis mitética, estos son muy
escasos. Los juveniles son de cuerpo vermiforme redondo en la parte anterior y
acusado en la parte de atras; este es el estadio infectivo, el cual se puede
desplazar grandes distancias (40-100cm) verticalmente, dependiendo el tipo de
suelo, en buscas de nuevas raices para parasitar. Las hembras tienen cuerpos en
forma de pera y son sedentarias. Sin embargo, la region anterior posee musculos
qgue le permiten girar para alimentarse de una o varias células gigantes (Sasser &
Taylor, 1983., Perry et al. 2010).

La forma de reproduccién de las especies de Meloidogyne spp. es principalmente
por apomixis; debido a su corto ciclo de vida, altas tasas de reproduccion y a un
importante incremento de patégenos de cultivos. Sin embargo, se han descrito tres
tipos de reproduccion en el género: Por anfimixis; en donde un espermatozoide de
un macho fecunda un oocito de la hembra y ocurre la meiosis, por automixis, que
es una partenogénesis meiotica facultativa, que ocurre en ausencia del macho; de
esta manera, la meiosis ocurre dentro del oocito y los dos ndcleos quedan con el
namero de cromosomas reducido. Por dltimo, la apomixis, que es un
partenogénesis mitética obligada, cuando el macho no se desarrolla, en el cual
uno de los nucleos formados durante la division mitética se degrada dentro del

oocito y el otro asume como predecesor de un nuevo embrion.

El modo de reproduccion por apomixis, es encontrado en muchas especies con un
amplio rango de distribucidn geografica y de gran impacto agronémico. Esto puede
ser explicado posiblemente como un mecanismo que ha desarrollado las especies
recientemente y que ha sido extendido por la agricultura (Trudgill & Blod, 2001.
Citado en Perry et al. 2010., Fargette et al. 2009).
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1.3.3 Interaccion Nematodo-Planta.

Los juveniles de los nematodos del ndédulo de la raiz se mueve intercelularmente
una vez penetran las paredes celulares de la raiz a nivel de la caliptra, migrando a
través del cortex de la raiz, hasta ubicarse en la parte superior del cilindro
vascular. Ellos se establecen permanentemente en un sitio de alimentacion, en la
zona de diferenciacion celular de la raiz (cerca al meristemo), donde inducen la
divisién celular sin citogénesis en las células hospederas. Esto da a lugar a la
formacion de células multinucleadas denominadas células gigantes. Las células
gque se encuentran alrededor de la célula gigante, siguen dividiéndose Yy
aumentando, por lo que se da la formacion de las agallas o nédulos en la raiz.
(Williamson & Hussey, 1996., Williamson & Gleason, 2003).

1.3.4 El ciclo de vida.

Las hembras, forman una masa gelatinosa compuesta de una matriz de
glicoproteinas, que es producida por la glandula rectal en la hembra, dentro de la
cual deposita sus huevos para darles proteccion de depredadores y ambientes
extremos. Las masas de huevos, pueden ser encontradas en la superficie de las
agallas de la raiz o en su interior. Dentro del huevo, se da la embriogénesis y se
forma el primer estadio juvenil, que luego muda al estado infectivo J2. La eclosion
del J2 del huevo depende de la temperatura y la humedad principalmente. Sin
embargo, hay otros factores que pueden afectar la respuesta de eclosion; debido a
lo anterior, la eclosién del J2 ocurre cuando las condiciones ambientales son
favorables para el desplazamiento y la ubicacion de su nuevo hospedero.
Posterior a la eclosion, el los segundos estadios larvales infectivos (J2), penetran
la raiz alrededor de la caliptra y estos se desplazan por los espacios intercelulares
hasta ubicarse en un sitio permanente de alimentacién en los haces vasculares de
la planta. La alimentacion de los J2 a partir de las células del protoxilema y del
protofloema, induce la diferenciacion de estas células enfermas, llamadas células

gigantes. Una vez formada la célula gigante, los J2 pasan a un estado sedentario,
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comienzan a crecer y a engrosar su cuerpo. La formacion de las células gigantes,
bloguea los vasos del xilema y a su vez induce la division de células corticales, lo
que eventualmente resulta en la formacion de la tipica agalla. Posteriormente, los
J2 mudan a al tercer y cuarto estadio (J3 y J4). Aproximadamente a los 14 dias,
en la tercera muda se da una dilatacion de las glandulas esofagiales y las células
del primordio genital se dividen dando una diferenciacion sexual entre machos y
hembras. Para la cuarta muda, los machos se encuentran totalmente
desarrollados y las hembras han adquirido una forma piriforme o de pera. El
tiempo que demora para ocurrir la muda entre el J3 y el J4 para convertirse en
adulto es de 4 a 6 dias. En los estadios J3 y J4 hay ausencia de estilete y no se
alimentan. Los machos adultos migran de la raiz al suelo. Las hembras maduran y
forman sacos para la ovoposicion de los huevos. (Taylor & Sasser, 1983., Volcy,
1998., Perry et al. 2010.)

1.4 Sintomatologia en la planta.

Los sintomas foliares que pueden causar los neméatodos fitoparasitos en una
planta enferma, puede ser confundido con sintomas asociados a otros factores de
estrés tanto bidticos como abidticos. Debido a esto se recomienda siempre hacer
una identificacion completa de la presencia o ausencia de neméatodos fitoparasitos

y otros patégenos del suelo.

La sintomatologia que produce los neméatodos del genero Meloidogyne en la
planta, induce manifestaciones tanto en la porcion aérea como en el sistema

radicular (Coyne et al, 2007).

La formaciéon de nédulos o agallas a lo largo de la raiz es el sintoma mas
contundente de la infeccion por nematodos del genero Meloidogyne; sin embargo,
la disminucién en el tamafio de la raiz al igual que la disminucién en la cantidad
de raices laterales, y la cantidad de pelos radiculares, son sintomas que alteran la
arquitectura de la raiz en la planta. Al mismo tiempo, los haces vasculares de la

raiz se destruyen, lo que impide el flujo normal de agua y nutrientes de la raiz a
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toda la planta. Por altimo, la infeccion puede producir necrosamiento del tejido y la
muerte de la raiz; lo que conlleva al declinamiento de la planta (Taylor & Sasser,
1983., Coyney et al, 2007).

En la parte aérea de la planta, las alteraciones causadas en la raiz se ven
reflejadas en la disminucion del crecimiento, marchitez, clorosis foliar, poco follaje,
reduccion en la calidad y cantidad de frutos y semillas y bajo rendimiento del
cultivo. En cultivos grandes, se puede observar un crecimiento deprimido por

parches (Coyne et al. 2007).

1.5 Control de la Enfermedad.

Histéricamente, el manejo de nematodos se ha hecho por la introduccion de
plantas resistentes, rotacion de cultivos, practicas culturales o nematicidas
quimicos (Chitwood, 2002). Actualmente el manejo integrado de estos
organismos fitoparasitos, se hace de manera conjunta utilizando métodos de
control cultural, quimico, microbiolégico, y mas recientemente se ha planteado
como meétodo alternativo, el uso de productos naturales que son mas seguros que
los compuestos sintéticos. Otras alternativas que se han propuesto para el control
biolégico, es el uso de antagonistas microbianos entre los que han sido evaluados
hongos que parasitan huevos, hongos nematdfagos, bacterias y nematodos
predadores (McSorley et al. 2008; Burkett-Cadena 2008; Kiewnick & Sikora, 2006;
Akhtar & Malik, 2000).

En la actualidad, la utilizacion de quimicos en el manejo de nematodos
fitoparasitos, ha disminuido debido al riesgo que representan para la seguridad
ambiental y la salud publica (Akhtar & Malik, 2000). En paises desarrollados, el
uso del bromuro de metilo esta prohibido desde el afio 2005; este que fue sacado
del mercado, lo cual ha provocado la busqueda de otras alternativas para el
control de neméatodos (Oka, 2010). ). Ademas, el control quimico de neméatodos

implica el uso de productos persistentes con una amplia actividad, lo cual puede
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perturbar completamente las redes troficas del suelo. Por lo tanto, muchos
esfuerzos estan siendo direccionados a mejorar los sistemas de control biolégico
(Piskiewicz et al. 2008). Es por esta razén, que muchas estrategias para el manejo
integral de nematodos del genero Meloidogyne spp actualmente estan siendo
investigadas para buscar soluciones amigables con el ambiente y que sean
efectivas contrarrestando la enfermedad. (Nico et al. 2004 citado en Burkett-
Cadena et al. 2008).

En Colombia los cultivos que se ven afectados por nematodos de este género
principalmente son: Tomate, Lulo, Papa, Uchuva, Papa, Pimentén, Algodon,
Platano y una gran variedad de especies de importancia en floricultivos.
Actualmente los planes de manejos que han implementado los agricultores para el
control de esta plaga, se hacen en base a nematicidas quimicos, que debido a su
persistencia en el ambiente y en los suelos se han convertido en un problema

fitosanitario y de salud publica (Cardona et al. 2008).

1.6 Hongos nematoéfagos.

Debido a que los hongos constituyen aproximadamente el 80% de la biomasa del
suelo. Estos ocupan una posicion dominante y muestran un gran potencial como
agentes biocontroladores, Algunos antagonistas que reducen la densidad
poblacional de nematodos corresponden a Hongos patdgenos/parasitos de
huevos, hongos endoparasitos, hongos predadores, hongos parasitos/patégenos
de hembras y endomicorrizas. (Sikora, 1992). Estos organismos que pueden
crecer en la rizésfera y proveen una importante linea de defensa para la raiz
contra el atague de patégenos y son ideales para el uso como agentes
biocontroladores (Siddiqui & Mahmood, 1996; Sikora 1992). Los principales
hongos utilizados en el control de neméatodos de la raiz (tabla 1).

Por otra parte, compuestos derivados de hongos con actividad toxica o
propiedades enzimaticas, son prometedoras fuentes de nuevos productos

guimicos organicos para el manejo integrado de los nematodos (Regaieg et al.
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2010, Cayrol et al, 1989). Se ha encontrado que algunos hongos nematofagos
parasitan directamente a su hospedero, o secretan metabolitos secundarios que
afectan la viabilidad de uno o mas estadios del nematodo. Debido a la cantidad de
toxinas, enzimas o compuestos naturales que pueden derivarse de los hongos, en
los dltimos afios se ha intensificado considerablemente, la busqueda de
compuestos nemato-toxicos, o antagonistas en filtrados de cultivo de hongos, ,
(Regaieg et al. 2010).

Estos, han mostrado diferentes niveles de actividad nematicida, en varios grupos
troficos de nematodos y esto ha sido reportado en la cantidad de metabolitos

secundarios que se han descubierto (Al abed, 2008).

1.6.1 Cepa UdeA0106.

Cardona et al. (1997) report6 el hallazgo de un hongo hyphomycete parasitando
huevos y otros estadios de las especies Meloidogyne incognita y Meloidogyne
javanica en suelos de cultivos de café. Debido a que no se pudo dar una
clasificacion taxondmica dentro de los grupos de hongos conocidos en esa época,
esta cepa se designo bajo el nombre de Cenicafé 9501. Posteriormente, por su
gran potencial como biocontrolador. Cardona et al. (2008) determiné algunos
genes candidatos en la patogenicidad de la cepa, sobre los estadios de
Meloidogyne spp, dentro de los cuales se encontraba una serin proteasa, asi
como lipasas que podrian explicar la accion de este organismo sobre los estadios
del nematodo. Posteriormente se han encontrado aislados entre ellos la cepa
UdeA0106 que presentan caracteristicas macroscopicas y microscopicas, asi
como caracteres moleculares, compatibles con la cepa Cenicafé 9501 y que han

mostrado un gran potencial como biocontroladores.
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Tabla 1. Efectos de metabolitos secundarios a partir de filtrados
de cultivos de hongos anamarficos.

HONGO FUNCION RESULTADOS
Verticillium Actividad nematicida | Se observé que los filtrados de V.
leptobactrum y enzimas leptobactrum tenian un efecto sobre la

degradadoras de
quitina.

movilidad de los J2 de M. incognita en las
diluciones de 10 y 50% e inhibian la
incubacién de huevos después de 7 dias de
exposicion con la dilucion de 50%. Ademas,
estudios de microscopia electrénica de
barrido, demostraron alteraciones e
inviabilidad en los huevos que fueron
expuestos al tratamiento (Regaieg et al.
2010).

Beauveria bassiana

Actividad
nematicida.

Las diferentes diluciones de B. bassiana,
mostraron un efecto directamente
proporcional al factor de dilucién, sobre la
incubacién de huevos y la tasa mortalidad
en los individuos de M. hapla. Al mismo
tiempo, en ensayos de invernadero en
plantulas de tomate se encontré una
disminucion en la densidad poblacional del
suelo, al igual que la formacion de agallas
en las raices de la planta también
disminuyo (Liu et al, 2008).

Verticillium
chlamydosporium

Actividad
nematicida.
Produccion de la
toxina Verticillin A, B
yC

Se observo que las concentraciones de 80
y 100% inhibian la incubacion de los
huevos de M. javanica, y que el porcentaje
de inhibicibn aumentada proporcionalmente
con el tiempo de exposicién. De igual
manera se encontr6 que concentraciones
grades incrementaban la tasa de mortalidad
de los J2 y que estd a su vez era
directamente proporcional al tiempo de
exposicion (Mukhtar & Pervaz, 2003).

Trichoderma spp.

Actividad
nematicida.

Trichodermin.

El caldo del cultivo de Trichoderma spp.
pudo causar mas del 90% de la mortalidad
de dos especies de nematodos;
Panagrellus redivivus y Caenorhabditis
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elegans. Ademas, mediante
espectofometria de masa se pudo identificar
una sustancia denominada Trichodermin
(Yang et al, 2010)

Paecilomyces Actividad nematicida | En un estudio sobre las propiedades del
lilacinus filtrado de cultivo de P. lilacinus se encontr6
(Thom,1974) que el medio con extractos de malta, tenia
Purpureocillium un efecto sobre la produccion de toxinas
lilacinum (Luangsa, gue atacaran nematodos y que esta era
2011) independiente del pH y la luz. De las 17

especies del estudio, las especies del
genero Meloidogyne fueron las mas
sensibles al filtrado (Cayrol et al, 1989).

Verticilliun lecanii | Actividad nematicida | Los aislados de V. lecanii exhibieron una
(Lecanicillium spp) alta actividad nematicida contra los huevos
Heterodera glycines, ya que pudieron inhibir
la embriogénesis en el huevo (huevos
fertilizados pero sin desarrollo de juveniles)
y en los huevos maduros evitaron la
eclosiéon. Sin embargo no mostro ninguna
inactivacion de los juveniles J2 (Shinya et
al, 2008).

2. FORMULACION DEL PROBLEMA

En Colombia, la mayoria de los agricultores utilizan plaguicidas quimicos y otras
practicas culturales como control contra los nematodos del nddulo radical del
género Meloidogyne spp. Debido a que estos compuestos son muy toxicos y
constituyen un problema ambiental y de salud publica, se buscan alternativas de
control mas amigables con el medio ambiente, tales como el uso de
microorganismos biocontroladores o el uso de productos naturales que sean

producidos por ellos.

El Hyphomycete UdeA0106 es un hongo anamorfico que ha mostrado ser un
agente biocontrolador eficiente (Reporte interno, Laboratorio de Control Biologico y
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Microbiologia Aplicada BIOMA, 2009), pero hacen falta estudios que permitan
ampliar el conocimiento acerca de la capacidad para producir componentes
naturales que permitan su utilizacion en el manejo de poblaciones de nematodos
del género Meloidogyne. Los resultados obtenidos, permitiran obtener datos para
establecer métodos de control bioldgico y posibles alternativas de bioformulados

de gran eficiencia, bajo costo y con grandes beneficios ecoldgicos.

3. HIPOTESIS

El filtrado crudo de la cepa UdeA0106 tiene compuestos naturales que pueden
tener un efecto antagonista sobre los estadios J2 y huevos de nematodos

fitoparasitos del genero Meloidogyne spp.

4. OBJETIVOS.

4.1 OBJETIVO GENERAL
e Evaluar el efecto antagonista del filtrado crudo de un cultivo liquido de la

cepa UdeA0106 in vitro sobre los estadios J2 y huevos de Meloidogyne

Spp.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Establecer el mejor medio de cultivo para la realizacion de las pruebas de

patogenicidad de los filtrados crudos, sobre los estadios de Meloidogyne
spp.
e Determinar el efecto del filtrado crudo de la Cepa UdeA0106 sobre el

porcentaje de eclosion de los huevos de Meloidogyne spp.
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e Evaluar el efecto del filtrado crudo de la cepa UdeA0106 sobre la

mortalidad de los estadios J2 de Meloidogyne spp.

5. JUSTIFICACION

En el trépico y el subtropico una de las grandes plagas que generan pérdidas
millonarias en el sector agricola son los nematodos fitopatogenos del genero
Meloidogyne, conocidos como el nematodo agallador o nematodo del nédulo
radical. Debido a que estos organismos presentan una gran variabilidad en su
morfologia, fisiologia y tipos de hospederos, se necesitan estudios que permitan
conocer mas de su biologia y a partir de esto se busquen alternativas para un
manejo integrado de la enfermedad.

En la actualidad, la principal estrategia de control que se tiene para esta plaga , es
el uso de insumos quimicos, los cuales son muy persistentes y se han convertido
en un problema se seguridad fitosanitaria y de salud publica. El uso de
microrganismo biocontroladores o los compuestos derivados de ellos son una
alternativa saludable ambientalmente para la problemética actual. Debido a los
resultados previos obtenidos con la cepa UdeA0106, en relacién con su capacidad
biocontroladora sobre estadios de Meloidogyne spp., se hace necesario estudiar
los posibles productos naturales, que podrian estar involucrados en los
mecanismos de patogenicidad del hongo sobre el nematodo. Lo anterior, permitiria
contar con informacién para la produccion futura de biformulados, amigables con

el medio ambiente.
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6. METODOLOGIA POR OBJETIVOS

6.1 ACTIVIDADES PREVIAS AL MONTAJE DE LAS PRUEBAS DE
PATOGENICIDAD

6.1.1 Establecimiento e ldentificacion de la poblacion de
Meloidogyne spp.

La poblacién de neméatodos del genero de Meloidogyne spp. se incrementd bajo
condiciones de invernadero en plantulas de tomate (Solanum lycopersicon, L)
variedad Santa Clara. Para la multiplicacion se cont6 con una poblacion inicial
extraida a partir de muestras de raices de tomates y plantulas de crisantemo
parasitadas con Meloidogyne spp. (Cardona et al, 2007). El inoculo se increment6
sobre plantulas de Tomate sembradas en suelo estéril, autoclavado a 15 psi y
121°C por 1 hora (Leguizamon, 1994). Se tomaron las raices que presentaron
mayor presencia de nddulos y se lavaron con agua destilada estéril (ADE) y luego
fueron cortadas finamente, posteriormente se le realizo un lavado con agitacion
manual durante 3 minutos en hipoclorito de sodio (NaOCI) al 1,05%; el cual
funciona como un agente extractor y recoge los huevos en suspensién acuosa con
la ayuda de tamices. Posteriormente, se hizo otro lavado con ADE para retirar el
exceso de hipoclorito y el sobrenadante final fue recogido en un beaker para ser
vertido sobre las plantulas de tomate (Giraldo et al. 1997). Las plantulas que

fueron inoculadas se dejaron en invernadero por un periodo de 45 a 60 dias.

Para identificar las especies de Meloidogyne spp, se realizé una extraccion de las
hembras que se encontraban en las raices que presentaban agallas. Estas eran
lavadas, para luego realizar cortes transversales que permitieran obtener la parte
posterior del cuerpo donde esta el patron perineal utilizado para su identificacion
(Cardona et al, 2007).
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6.1.2. Reactivacion de la cepa UdeA0106

El hongo a trabajar pertenece al Laboratorio de Control biolégico y Microbiologia
Aplicada “BIOMA” de la Universidad de Antioquia. Debido a que es almacenado en
nevera en medio de cultivo sintético, fue preciso realizar su reactivacion por medio
de un previo montaje de pruebas de patogenicidad que permitieran estudiar su

expresion.

La reactivacion de la cepa UdeA0106, se hizo a partir de colonias en crecimiento
de dos semanas en medio PDA acidificado (Papa Dextroxa Agar, Merk). A partir
de estos cultivos, se prepar6 una solucidon de esporas con una concentracion de
5,43x10° esporas por mililitro para realizar las pruebas de patogenicidad sobre
huevos de Meloidogyne spp. Esta prueba consistia en la adicion de 5mL de la
suspensién de esporas a cajas Petri de 5 cm de diametro, previamente
esterilizadas, y 1mL de una soluciébn que contenia de 200 a 300 huevos de
Meloidogyne spp (Cardona et al, 2007). Luego de 5 dias de incubacion, los huevos
gue presentaban micosis se re-aislaban en medio PDA acidificado. Las colonias
del hongo que se desarrollaron a partir de los huevos micosados, continuaron su
crecimiento durante dos semanas y sirvieron como fuente de in6culo para el

cultivo de la cepa UdeA0106 en medio liquido.

Finalmente, para obtener el filtrado crudo de la cepa UdeA0106, se realizaron
varios tamizajes. Primero, el cultivo se paso a través de una gasa estéril para
retener toda la biomasa del hongo y luego el sobrenadante fue filtrado con un
papel filtro Whatman No. 1 estéril. Posteriormente, el filtrado obtenido, se
centrifugo a 5200 rpm por 15 minutos, luego se pasoé a través de un filtro miliporo
0,2 um con bomba de vacio. Por ultimo, el filtrado se centrifugo a 13000rpm por 20
minutos para descartar esporas y micelio. El sobrenadante obtenido, se paso por
un filtro de fibra de vidrio para ser utilizado directamente en los experimentos
(Yang et al, 2010., Regaieg et al. 2010, Al abed, 2008, Liu et al. 2008., Meyer et
al, 2000).
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6.2 Objetivo 1: Establecer el mejor medio de cultivo para la
realizacion de las pruebas de patogenicidad de los filtrados
crudos, sobre los estadios de Meloidogyne spp.

Con el fin de determinar cual seria el mejor medio para realizar las pruebas de
patogenicidad sobre huevos y J2, se realizaron previamente ensayos sobre
huevos de Meloidogyne spp. La evaluacion de los medios se realizd sobre estos
estadios, debido a que presentaban fases de desarrollo inmaduras 'y a su vez J2,
de tal forma que los resultados, seran aplicables a las dos pruebas planeadas.

El hyphomycete UdeA0106 fue cultivado en medio liquido sumergido utilizando
cuatro medios diferentes para su crecimiento y a partir de estos obtener su filtrado
crudo. Se utilizaron Erlenmeyer de 250mL con 100mL de medio liquido
previamente esterilizado y autoclavado a 15psi, 15 minutos y 120°C. Los medios
se sometieron a agitacion permanente con una velocidad de 150rev/min durante 7
dias a 25°C (Regaieg et al. 2010, Al abed, 2008, Liu et al. 2008, Cardona et al,
2007). La unidad experimental fue la caja de Petri cada una con 100 huevos y los
tratamientos consistieron en cuatro (4) medios a evauar. Se utilizaron los medios
Caldo Czapeck (Sacarosa 30g, NaNO3 3g, K2HPO4 1g, MgS04-7H20 0,5g, KCI
0,59, FeS0O4-7H20, 1000mL agua destilada), Caldo extracto de Malta (20g/L,
Oxid), Caldo extracto de Levadura (20g/L, Oxid) y Caldo Papa Glucosa PDB (200g
papa, 20g Glucosa, 1000mL) y para cada uno se registraron los valores de pH y
se realizaron pruebas de patogenicidad evaluando el porcentaje de eclosion de los
huevos de Meloidogyne spp.. Se consideré como el mejor medio de cultivo, aquel
en donde eclosionaron la menor cantidad de huevos; mostrando con ello que el

medio no interviene con el desarrollo del nematodo.

Con el fin de llevar un registro que pudiera afectar la eclosion de los huevos, o el
desempenio del filtrado, una vez terminado el periodo de crecimiento de la cepa en

cada cultivo, se registraron los valores de pH para cada medio
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6.3. Objetivo 2: Determinacion del efecto del filtrado de la cepa
UdeA0106 sobre los huevos de Meloidogyne spp.

La extraccion de las masas de huevos, se realizd a partir de las raices de las
plantas de tomate infestadas. Estas fueron desinfestadas en una solucion de
NaOCI al 1% por 5 minutos, se retiro el exceso de hipoclorito con abundante ADE,
y se procedio a ser cortadas en trozos pequefios.Posteriormente fueron recogidas
en frascos de vidrio con 200mL de NaOCI 1.05%, para proceder a ser agitadas
durante 3 minutos. Después de la agitacion, los huevos obtenidos, fueron
separados por tamices y recogidos en un tamiz de 500 mesh. Con el fin de
remover el exceso de hipoclorito, se les hicieron cuatro lavados con agua destilada
estéril (ADE) y luego se pasaron por una solucién de Oxitetraciclina al 0,1% por 10
minutos para desinfectar de bacterias que hubieran quedado presentes. Por
ultimo, con el fin de remover el antibidtico presente, se hicieron 5 enjuagues con
ADE para ser utilizados directamente en el bioensayo (Meyer et al, 2004., Regaieg
et al. 2010., Liu et al. 2008., Giraldo et al. 1997).

Los tratamientos consistieron en las concentraciones del filtrado: filtrado puro al
100% vy diluciones del flitrado al 90%, 70%, 50%, 25% y 10% . Para los controles,
se utilizaron ADE y medioescogido, esteril sin la cepa UdeA0106.. En cajas de
Petri estériles de 5 ml se adicionaban la cantidad de mililitros de cada dilucién por
1mL de solucién de huevos (200 huevos/mL) y se completaba con ADE para un
volumen final de 6ml (Tabla 2) (Cardona, 1994). Las variable a evaluar fue el
porcentaje de eclosion, el cual se se determind haciendo observaciones de cada
una de las cajas de Petri a los 2, 4 y 6 dias de exposicion. Se realizaron un
conteos de los J2 que hubieran eclosionado. Adiconalmente, se hizo anotaciones
de cambios en la morfologia de los huevos expuestos al filtrado (Mukhtar &
Pervaz, 2003., Meyer et al, 2000. Shinya et al, 2008., Liu et al, 2008).
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Para el dia 2, los datos de la dilucion maxima (100%) se retiraron de los analisis
estadisticos, debido a que los valores para el porcentaje de eclosion fue cero para
todas las réplicas y esto no representaba ninguna variabilidad en los datos.

6.4. Objetivo 3: Determinacion del efecto del filtrado de la cepa
UdeA0106 en la actividad de los estadios J2 de Meloidogyne spp.

La extraccién de los estadios J2 de Meloidogyne spp. se hizo a partir de muestras
de suelo y raices de las plantulas de Tomate por el método del tamiz-papel facial
(Coyne et al. 2007). Las muestras se colocaron en bandejas con un tamiz y una
hoja de papel facial, a lo cual se le adicioné 300 mL de agua, para posteriormente
recoger el agua filtrada en beackers a las 24 y 48 horas, para ir concentrando los
J2. Para lograr obtener los estadios de interés, sin residuos de suelo, la
suspensién obtenida, se se hizo atravesar por un juego de tamices de 16, 32, 60 y
150 mesh. Posteriormente, con el fin de de obtener la solucién de trabajo de
estadios para la prueba de patogenicidd, se ajusté la concentraciéon de nematodos
entre 150 a 200 larvas J2 por mililitro, los culaes fueron depositados en cajas de
Petri estériles. (Cardona et al. 1994, Giraldo et al. 1997).

Debido a que en algunas ocasiones no fue posible lograr esta concentracion, por
el método descrito se obtuvieron J2 directamente a partir de huevos. Estos fueron
extraidos por el método del hipoclorito de Na (Bibliografia), para posteriormente
dispensarlosen cajas de Petri estériles , que fueronincubadas a temperatura
ambiente de 3 a 5 dias, para que, posterior a este tiempo. fueran recuperados
los J2.

La unidad experimental fue la caja de Petri y el disefio experimental, fue
complementa mente aleatorizado y se realizaron Anovas de medidas repetidas en
el tiempo, para determinar la presencia de diferencias significativas entre
tratamientos. Estos, consistieron en la solucion de los J2, sometidos a diferentes
concentraciones del filtrado: suspensiones al 100%, 90%, 70%, 50%, 25% y 10%.

Para los controles se utilizaron ADE y medio PDB estéril sin la cepa UdeA0106
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(Mukhtar & Pervaz, 2003., Meyer et al, 2000. Shinya et al, 2008., Liu et al, 2008).
Cada uno de los tratamientos constd de 5 repeticiones y la unidad experimental
fue la caja de Petri de 5cm de diametro estériles, en las cuales se adicionaban
(200 huevos/mL y se completaba con ADE para un volumen final de 6mL Tabla 2
(Cardona, 1994).

La variable a evaluar, fue el porcentaje de J2 muertos a las 24, 48 y 72 horas de
incubacion.. Posterior al montaje,los tratamientos se dejaron en incubacion a
25°Cen un microscopio oOptico invertido. Se designaron larvas muertas a aquellas
gue no respondian a un estimulo con una aguja hipodérmica o a un estimulo de
luz y de esta manera se registra el nimero de J2 muertos de 100 contados
(Cardona, 1994).

6.5. Analisis estadistico.

En el estudio se utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado, con
un intervalo de confianza del 95% y 5 repeticiones para cada tratamiento (Tabla
2). La unidad experimental consistia en una caja de petri con la dilucion y la
solucion del estadio del nematodo. Las variables evaluadas fueron la eclosion de
los huevos y mortalidad de los J2. Se hizo un analisis de varianzas ANOVA con
medidas repetidas para determinar si hay un efecto significativo del tiempo y de
las diluciones del filtrado sobre los estadios de Meloidogyne spp. De igual forma,
se realizo un test de Tukey para determinar los tratamientos mas efectivos y para
determinar que medio de cultivo era mas eficiente (Cardona, 1994., Truijillo et al,
2008).

Para cada una de las pruebas de patogenicidad, fue necesario hacer
transformaciones a los datos, para que se ajustaran a los requerimientos de los
supuestos de normalidad, homocedasticidad y el supuesto de esfericidad de
Mauchly exigidos por el modelo estadistico de ANOVA con medidas repetidas.
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Tabla 2. Esquema de los tratamientos en las pruebas de
patogenicidad con el filtrado de la cepa UdeA0106.

RATAMIENTO concentracion | VOTUMEN (mL)de | VOLUMEN (mL) VOLUMEN (mL)
Huevos/J2 DEL FILTRADO DE ADE
T1 100% *x 6,0mL o
T2 90% 0,6mL 5,4mL *
T3 70% 1,0mL 4,2mL 0,8MI
T4 50% 1,0mL 3,0mL 2,0mL
T5 25% 1,0mL 1,5mL 3,5mL
T6 10% 1,0mL 0,6mL 4,4mL
c1 CONTROL AGUA 1,0mL 5,0mL
c2 CONTROL MEDIO 1,0mL 5,0mL de medio

** E| tratamiento de 100% la adicion de 1mL de huevos o J2 se hizo recuperando
los estadios en el mismo filtrado para no alterar la concentracion. * El tratamiento
90% no se adiciono ADE para no alterar la dilucion.
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7. RESULTADOS

7.1. ldentificacion morfoldgica de las especies de Meloidogyne
incognitay Meloidogyne javanica a través de cortes perineales.

Al realizar los cortes perineales se determind que la poblacion estaba conformada
por un complejo de las especie de Meloidogyne javanica y Meloidogyne incognita.
Su huella perineal se comparé con los esquemas y fotografias citadas en la

literatura y disponibles en sitios virtuales (figura 1y 2)

Figura 1. Cortes perineales de hembras de Meloidogyne incognita. Las figuras A y B son
fotografias de cortes de hembras extraidas de la poblacion de estudio, C y D son los esquemas de
comparacion de la huella perineal de M. incognita.
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Figura 2. Cortes perineales de hembras de Meloidogyne javanica. A y B se observa la
presencia del surco transversal en el corte perineal de una hembra de la poblacion y el esquema. C
y D son fotografias online de cortes de M. javanica.

7.2. Establecimiento del mejor medio de cultivo para la
realizacion de las pruebas de patogenicidad.

Dentro de los medios evaluados, el caldo Czapec Dox no se observo ningun
crecimiento de la cepa por lo que fue descartado para la evaluacion. De acuerdo
con los resultados, se encontraron diferencias significativas en la eclosion de
huevos en el medio extracto de malta (p < 0,05) con respecto a PDB y Caldo
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extracto de Levadura; los cuales no difirieron significativamente (p > 0,05) entre si
(tabla 3). Sin embargo, se seleccion6 el medio caldo papa-destroxa para cultivo de
la cepa UdeA0106 debido a que obtuvo el menor promedio de eclosion de larvas

y adicionalmente por su bajo costo (grafica 1).

Tabla 3. Anova con los promedios de eclosion entre los diferentes
medios de cultivo parala cepa UdeA0106.

Extracto Malta 2,039° 0,574 0,0956 0,002
Extracto Levadura 1,73b 0,511 0,0826
PDB| 1,602° 0,516 0.0807

De acuerdo con el test de Tukey , los valores con letras iguales no presentaron diferencias en los
diferentes medios evaluados
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Grafica 1. Promedio de eclosion de huevos de M. incognita-javanica en los medios de
cultivo PDB, Extracto de Malta y Extracto de Levadura
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Grafica 2. Valores de pH para los diferentes medios de cultivo de la cepa UdeA0106

7.3. Efecto antagonista del filtrado de la cepa UdeA0106 sobre los
huevos de Meloidogyne incognita-javanica.

En los distintos tiempos de lectura, los tratamientos con el filtrado de la cepa
UdeA0106 y los controles con ADE y medio PDB estéril, mostraron diferencias en
la eclosion de los huevos de M. incognita-javanica (tabla 4). Asi mismo, se
demostraron diferencias en la interaccion tiempo x dilucion, evidenciando como el
efecto sobre la eclosion de los huevos, depende del tiempo de exposicion y la

concentracion del filtrado.

El porcentaje de eclosion de huevos a los dos dias de exposicion al filtrado de la
cepa UdeA0106, fue del 3% y hubo diferencias significativas con el cuarto y sexto
dia de exposicibn donde aumento el porcentaje de eclosion a 10,5% y 9,6%
respectivamente (grafica 3). Sin embargo, se logro mantener un porcentaje bajo
en la eclosion de los huevos con los tratamientos al 100%, 90 y 70% durante todo

el periodo de incubacion del experimento.
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El tratamiento mas efectivo; que logro mantener el porcentaje mas bajo de
eclosion, fue el filtrado puro de la cepa UdeA0106 al 100%, donde al cabo de los
seis dias de exposicion, solo eclosionaron el 2% de los huevos del complejo

M.incognita-javanica.

Del mismo modo, se encontrd que los tratamientos con las diluciones del filtrado al
90% y 70%, obtuvieron porcentajes de eclosion de 3.4% y 6.4%. La dilucion al
10% obtuvo un porcentaje de eclosibn de 14.4% y no hubo diferencias
significativas (p> 0.05) con los controles de ADE y PDB estéril, los cuales
registraron una eclosién del 16,8% respectivamente (tabla 5). Lo anterior, indicaria
que la cepa UdeA0106, esta produciendo ciertas sustancias que inhiben la
lo cual debe ser

eclosion de los huevos del complejo M. incognita-javanica,

demostrado en posteriores estudios.

Tabla 4. ANOVA para determinar diferencias en los promedios de
eclosién de los huevos M. incognita-javanica durante su periodo
de exposicién y en cada uno de los tratamientos.

Factor Efecto Intra-
sujeto

Suma de

Media

Origen cuadrados tipo Il Gl cuadratica Valor p
Tiempo 42.973 2 21.487 172.631 <0.000
Tiempo * 6.838 14 0.488 3.924 <0.000
Dilucion
Error(Tiempo) 7.966 64 0.124

Factor Efecto Inter-
Sujeto
Dilucion 91.135 7 13.019 62.793 <0.000
Error(Dilucion) 6.635 32 0.207
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Grafica 3. Promedio de huevos eclosionados con su desviacion estandar.

Las barras representas el promedio total de J2 que eclosionaron al segundo, cuarto y sexto
dia de incubacién. Las letras indican diferencias significativas con la prueba de Tukey
(p<0.05).

Tabla 5. Accion de diferentes concentraciones del filtrado de la
cepa UdeA0106 en lainhibicion de la eclosion de huevos de M.
incognita-javanica.

Dilucién | Media Subconjunto
1 2 3 4 5 6

100% 98 + 1.00 2.00
90% 96.6 + 1.51 3.40 3.40
70% 93.6:+1.14 6.40 6.40
50% 91+0.71 9.00 9.00
25% 89.2  0.83 10.80|  10.80
10% 85.6 £ 2.41 1440  14.40
ADE 83.2 3.27 16.80
PDB estéril |83.2+2.49 16.80
Valor p 934 226 301 798 083 491

Test de Tukey con un nivel de cofianza del 95%.
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Es de resaltar que el comportamiento general de todos los tratamientos en el
promedio de eclosion de los huevos tiende a ser asintotico después del cuarto dia
de exposicion con el filtrado de la cepa UdeA0106, ya que no se encontraron
diferencias significativas de los promedios en la eclosion de huevos de cada uno

de los tratamientos entre el cuarto y sexto dia (grafica 3y 4).

Efecto del filtrado de la cepa UdeA 0106 sobre la eclosion de huevos de
Meloidogyne incognita-javanica

18
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Grafica 4. Efecto del promedio de filtrado de la cepa UdeA0106 sobre la eclosion de los
huevos de Meloidogyne incognita-javanica. La grafica muestra que aunque hay un
incremento en el numero de larvas, el tratamiento al 100% y las diluciones al 90% y al 70%

lograron mantener un porcentaje de J2 muy bajo en comparacion con los controles.

Al momento de realizar las lecturas en el microscopio optico invertido, de los ttos
al 100%, 90% y 70% del filtrado de la cepa UdeA0106, se determin6 que los J2
gue lograron eclosionar, se encontraron muertos., aspecto que no fue observado

en los demas tratamientos evaluados.
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Por otra parte, aun cuando no se cuantifico el nimero de huevos embrionados
anormales, se observo que para los tratamientos con el filtrado al 100%, 90%,
70% una gran proporcion presentaban huevos vacuolados y con deterioro de la

pared (Figura 3).

Figura 3. Huevos deformados por el filtrado de la cepa UdeA0106. Las imagenes A, B, C
muestras huevos con formacion de vacuolas a su interior, D huevos con deterioramiento de
la pared, por ultimo, E y F huevos embrionados con desarrollo normal de larvas de
Meloidogyne incognita-javanica.

7.4. Efecto antagonista del filtrado de la cepa UdeA0106 sobre los
estadios J2 de Meloidogyne incognita-javanica.

La mortalidad de los estadios J2 de M. incognita-javanica mostré diferencias
significativas para los tiempos de evaluacion. De igual manera, se observé un
efecto de los tratamientos en la interaccion tiempo x dilucion (Tabla 6). Sin
embargo, el modelo estadistico no detecto claramente diferencias significativas del
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efecto de la interaccion del tiempo de exposicidon y la dilucion del filtrado sobre la

mortalidad de las larvas (p= 0.043).

La mortalidad de los J2 a las 24 horas de exposicion a los tratamientos del filtrado
de la cepa UdeA0106 fue mayor con un porcentaje de 76.3%, en comparacion con
los porcentaje registrados a las 48 y 72 horas de 74.05% y 73.8%
respectivamente. La prueba de comparacion de medias, establecié que no hubo

diferencias en la mortalidad de las larvas, en estas dos ultimas lecturas (grafica 5).

La diferencia entre los porcentajes de mortalidad de las tres lecturas, se debe
principalmente al comportamiento de los tratamientos, ya que del mismo que se
observdé en la prueba de antagonismo con huevos de M. incognita-javanica
presenta un comportamiento asintético, es decir después de las 48 horas de
exposicion de los J2 al filtrado de la cepa UdeA0106 se llega a una estabilizacién

donde el porcentaje de mortalidad no aumenta significativamente

Tabla 6. ANOVA para determinar diferencias significativas en los
promedios de mortalidad de J2 de M. incognita-javanica durante
su periodo de exposicién y en cada uno de los tratamientos.

Factor Tiempo

Sumade
Origen cuad_rad Gl MEd,'a F Valor p
os tipo cuadratica
11
Tiempo 0.15 2 0.007 12.154 | <0.000
1 *
Tiempo 0.13 10 0.001 21 | 0.043
Dilucion
Error(Tiempo) 0.029 48 0.001
Factor Dilucion
Dilucién 1.14 5 0.228 136.932 | <0.000
Error(Dilucion) 0.04 24 0.002
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Grafica 5. Mortalidad de J2 de M. incognita-javanica durante el periodo de incubacién con
los tratamientos del filtrado de la cepa UdeA0106. No se tubo en cuenta el control de ADE
para estos valores de medias. Letras diferentes indican diferencias significativas detectadas
por laT de tukey (p < 0.05).

Al final del experimento; es decir a las 72 horas de incubacion, se logro mantener
un alta mortalidad de los estadios J2 en comparacion con el control de ADE. Los
tratamientos mas efectivos fueron el filtrado puro (100%) y las diluciones al 90% y
70% con porcentajes de mortalidad del 96,8%, 94.8% y 90.4% respectivamente,
ademas se encontrd diferencias significativas entre todos los tratamientos
(p<0.05). El control con ADE registro 0% de mortalidad en los estadios J2 de M.
incognita-javanica a las 72 horas (tabla 7).
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Tabla 7. Accion del filtrado de la cepa UdeA0106 sobre los
estadios J2 del complejo M. incognita-javanica.

Porcentaje de | Porcentaje de | Porcentaje de

Tratamiento J2 muertos 24h | J2 muertos 48h | J2 muertos 72h
100% 1000 95.2+3.5 96.8+2.0

90% 98+2.1 93.6+2.6 94.8+2.7

70% 92.4+2.6 91.2+1.6 90.4+1.5

50% 88+1.3 88.4+2.3 88.4+2.3

25% 78.8+2.4 78+2.2 77.2+2.0

10% 74.4+4.2 70.8+2.0 68.4+1.5

ADE 3.2+2.0 0+0 0+0

Porcentaje de mortalidad de J2 para cada uno de los tratamientos en las tres
lecturas

8. DISCUSION

Se logré determinar que las especies que conformaban la poblacién de estudio,
eran Meloidogyne incognita y Meloidogyne javanica; muy posiblemente esto se
deba a que estas especies se han reportado con mayor incidencia en paises
tropicales y en gran variedad de cultivos, en comparacion con especies como
Meloidogyne hapla, que se encuentra restringida a zonas mas templadas.
Adicionalmente, estudios realizados para determinar un hospedero preferencial
por parte de estas especies, se ha encontrado que ambas parasitan tomate
(Taylor & Sasser, 1983).

La actividad de filtrados de hongos nematéfagos contra especies de nematodos
fitoparasitos ha sido reportada anteriormente (Cayrol et al, 1989., Siddiqui &
Mahmood, 1996., Mayer et al, 1999., Kerry 2000) y los compuestos derivados de

estos hongos con propiedades toxicas y/o enzimaticas, han sido una fuente
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promisoria de nuevas sustancias para el manejo de nematodos parasitos de

plantas (Nitao et al. 1999., citado en Regaieg et al. 2010).

Efectos adversos de los filtrados de hongos sobre la eclosion de huevos y la
mortalidad de nemétodos parasitos de plantas han sido reportados por varios
estudios (Cayrol, 1987., Mukhtar & Pervaz, 2003, Regaieg et al, 2010., Yang etal,
2010., Ayatollahy & Fatemy, 2010). Algunos hongos como Asperguillus,
Penicillium, Paecilomyces, Talaromyces, Curvularia, Beauveria, Verticillium entre
otros se ha encontrado que producen toxinas y antibiéticos como: aflotoxinas,
Penicilina, Vermiculina, Vermicilina, acido fusarico entre otros que aun no han sido
identificadas (Al abed, 2008., Liu et al. 2008., Ayatollahy & Fatemy, 2010).

Estudios como el de Cayrol et al, (1989) demostraron que la produccion de
compuestos con actividad toxica por parte de hongos nematdéfagos esta
influenciado por el medio de cultivo en donde se propague, y esto concuerda con
lo encontrado con la cepa UdeA0106, en donde los medios de cultivo como
Extracto de Levadura y Extracto de Malta no lograron tener una inhibicion
considerable sobre el porcentaje de eclosion de J2 en comparacion con el medio
PDB que mostro una mayor disminucion en el promedio de larvas que
eclosionaban. Ademas, existen otros estudios de filtrados de hongos en donde se
ha encontrado mayor inhibicion en el porcentaje de eclosion de huevos de
nematodos a partir de medios sumergidos en PDB qué con otros medios (Meyer et
al. 2004., Shinya et al. 2008).

Por otra parte, se registraron los valores de pH para los diferentes medios en los
gue se cultivo la cepa UdeA0106, sin embargo, varios estudios han reportado que
la produccion de compuestos toxicos por parte del hongo no es afectada por los
valores del pH (Cayrol et al, 1989) sino por las condiciones del medio y el tipo de
aislado (Meyer et al, 2004).

Los resultados obtenidos con la cepa UdeA0106, indican que la eclosion de larvas
fue inversamente proporcional a la dilucion del filtrado y directamente proporcional

al tiempo de exposicion. Los tratamientos con mejor desempefio, fueron el filtrado
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puro (100%) y la dilucion al 90%, seguido de la dilucién al 70% que de acuerdo
con la prueba de Tukey, no arrojo diferencias significativas con la dilucion al 50%.
Sin embargo, logro mantener un porcentaje de eclosion de huevos de M.

incognita-javanica bajo en comparacion con los otros tratamientos.

En la evaluacion del tiempo de exposicion, se encontrd un aumento en la eclosion
de huevos en al cuarto y sexto dia, en comparaciéon con el promedio de J2
eclosionaron al segundo dia de exposicion al filtrado, esto es debido a que la
inhibicién de la eclosion de los huevos fue proporcional a la dilucién del filtrado,
siendo mayor la inhibicién en los tratamientos menos diluidos; mientras que en los
tratamientos mas diluidos la eclosion no tubo diferencias significativas con los
controles de PDB estéril y ADE. Del mismo modo fue el comportamiento del
filtrado en la mortalidad de los J2. Estos resultados son similares a lo reportado
para el efecto del filtrado de Verticillium chlamydosporium ( Metacordyceps
chlamydosporia) sobre huevos y J2 de Meloidogyne javanica en donde las
diferentes diluciones del filtrado inhibieron la eclosion de los J2 (Mukhtar & Pervaz,
2003). Sin embargo, cabe mencionar que con concentraciones tan altas como las
gue se requieren para obtener una disminucién considerable de la poblacién de
nematodos, es dificii de observar en la naturaleza por lo que son muy
desfavorables, ya que no es sustentable el uso directo del filtrado en campo
(Regaieg et al. 2010).

Los trabajos con hongos nematofagos cultivados en medios enriquecidos
artificiales para producir compuestos naturales altamente toxicos a J2 de M.
incognita han sido bien documentados (Hallmann & Sikora, 1996., Sikora et al.
2008., Perry et al. 2010) y para este estudio, la posibilidad de que haya sustancias
con propiedades toxicas o enzimaticas en el filtrado del cultivo de la cepa
UdeA0106 que estén afectando la eclosion y el desarrollo de los huevos, y a su
vez la mortalidad de los J2 de M. incognita-javanica se fundamentan el los

resultados obtenidos por esta investigacion.

Las diluciones del filtrado de la cepa UdeA0106 al 50%, 25% no exhibieron una

fuerte caracteristica nematicida, lo cual puede ser debido a las condiciones del
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ensayo; como el bajo numero de replicas, o por el contrario, por el aislado en si
mismo, ya que Meyer et al, (2004) reporta como puede variar la actividad de dos
aislados de una misma especie de hongo contra una especie de nematodo
fitoparasitos, y cita como dos cepas diferentes de Paecilomyces lilacinus inhibieron
la eclosién de huevos H. glycines, siendo mas activa una que la otra (Sun et al,
2002., citado en Meyer et al, 2004).

Adicionalmente, la accion del filtrado de la cepa UdeA0106 sobre los estadios
larvales J2 de M. incognita-javanica, también muestran un efecto nemato-toxico,
ya que como los resultados indican se logro obtener una mortalidad del 96.8% con
la dilucién al 100% después de la 72h de exposicidn, al igual que las diluciones al
90% y 70% que obtuvieron una mortalidad por encima del 90%, difiriendo
significativamente de la dilucién al 10% que obtuvo una mortalidad del 68.4% vy el
control de ADE del 0%. Los anteriores resultados concuerda con lo reportado por
otros filtrados de hongos que han mostrado estas caracteristicas nemato-toxicas
contra especies de nematodos fitoparasitos como los son Paecylomices lilacinus,
Trichordema harzianum, Baeuveria bassiana, Verticillium lecanii (Lecanicillium
spp), Gymnoascus reessi, Verticillum chlamydosporium (Metacordyceps
chlamisdosporia) y Verticillium leptobactrum (Mukhtar & Pervaz, 2003, Shinya et
al, 2008., Liu et al, 2008., Regaieg et al 2010., Liu et al. 2009., Liu et al, 2011,
Yang et al, 2010).

Por otra parte, compuestos del filtrado de la cepa UdeA0106 que pudieron tener
un efecto sobre la inhibicién en el porcentaje de eclosion, la malformacion de los
huevos y en la mortalidad de los estadios J2 de Meloidogyne incognita-javanica no
se determinan para este estudio, pero existen investigaciones que sugieren
mecanismos y enzimas extracelulares que juegan un rol importante en los
procesos de patogenicidad de este grupo de hongos nematéfagos. Bonas et al.
1995 reporto el efecto deletéreo del filtrado de un cultivo de Paecilomyces lilacinus
sobre huevos de Meloidogyne hapla, sugiriendo que la causa de este efecto se
debe a una proteasa extracelular que actia sobre huevos, sin embargo, no afecto

a los J2 eclosionados. Este resultado, también fue encontrado por el efecto del
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filtrado de Verticillum lecanii (Lecanicillium spp) sobre huevos de Heterodera

glycines (Shinya et al. 2008).

Posiblemente, el comportamiento de la cepa UdeA0106 puede parecer similar a
los reportados por otros hongos nematéfagos, como por ejemplo Pochonia
chlamydosporia o Paecilomyces lilacinus que han sido encontrados como hongos
parasitos de huevos y productores de toxinas respectivamente contra nematodos
fitoparasitos (Kiewnick & Sikora, 2006., Lopez-Llorca et al, 2008) y es posible que
esta cepa, este produciendo enzimas hidroliticas extracelulares; como quitinasas y
proteasas, que son desarrolladas en procesos complejos que conllevan a la
penetracion y degradacion de la cuticula del nematodo hospedero y su digestion
celular (Kerry, 2000).

Se ha descrito, que la forma en que afecta la produccion de toxinas por parte de
estos hongos nematéfagos a nematodos fitoparasitos ocurre por diferentes vias.
Cayrol et al. (1989) sugiere que algunas toxinas producidas por hongos poseen un
mecanismo de accidn sobre los receptores neurotrépicos de los nematodos.
Adicionalmente, se ha identificado un niamero de hongos nematéfagos que son
conocidos por tener actividad proteolitica y quitinolitica que causa serias
alteraciones a la estructura cuticular de los huevos, cambios en la permeabilidad
de la pared del huevo o causar perforaciones en la cuticula lo cual permite el paso
de metabolitos toxicos al interior del nematodo y causar desordenes fisiolégicos
(Lopez-Llorca et al, 2008., Mukhtar & Pervaz, 2003). Lo cual eventualmente puede
estar explicando la formacion de vacuolas al interior de los huevos de M.

incognita-javanica.

Recientemente, mediante técnicas moleculares se han identificado una serie de
proteinas que estan involucradas en el mecanismo de accidon de hongos
nematofagos. Algunos estudios han reportado una serin proteasa denomina P32,
por ser una proteina involucrada en la infeccion de huevos de nematodos y que
esta contenida en un material extracelular que es liberado durante la quimiotaxis

de hongos nematofagos, que especificamente degrada las proteinas de la capa
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externa de la membrana vitelina de los huevos (Lopez-Llorca et al, 2008., Morton
et al, 2004., citado en Regaieg et al, 2010).

Cardona et al, (2008) reportd para la cepa Cenicafe 9501, la cual es
morfoldégicamente idéntica a la cepa UdeA0106, tiene unos genes asociados a los
procesos de patogenicidad con huevos de Meloidogyne, la secuencias de los
genes mostraron la presencia de peptidasas, un receptor para un sitio de
ubigutinacion, una hidroxilasa ubiquitina, una ubiquinona oxireductosa, una
proteina involucrada en la degradacion de la pared celular, asi como también una

serin proteasa.

Por lo anterior, aun cuando apenas se estan adelantando estudios que permitan
indagar en la gendomica de la cepa UdeA0106 y que se ha encontrado
compatibilidad en ciertos caracteres moleculares con la cepa Cenicafe 9501
(Reporte interno Laboratorio Bioma), se puede inferir por los resultados obtenidos,
que los compuestos nematoxicos encontrados en el filtrado pueden estar

asociados a la expresion de algunos genes reportados por Cardona et al. 2008..

Por ultimo, los resultados de este estudio soportan la hipétesis de que los hongo
pueden contribuir a la regulacion de las densidades poblacionales de nematodos
fitoparasitos a través de mecanismos de parasitismo y predacion, o indirectamente
por la produccién de compuestos biolégicamente activos (Verdejo-Lucas et al,

2009) como los producidos por la cepa del hyphomycete UdeA0106.
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9. CONCLUSIONES

Se encontré6 que la poblacion de
nematodos para el estudio estaba representadas por las especies de
Meloidogyne incognita y Meloidogyne javanica ambas especies tienen los

mayores reportes de incidencia en cultivos de paises del trépico.

El tratamiento mas eficiente para
disminuir el porcentaje de eclosion de huevos de Meloidogyne spp es el
filtrado puro. Sin embargo, las diluciones al 90% y 70% mantienen

porcentajes de eclosion de los huevos muy bajos.

Se observo un efecto colateral del
filtrado, provocando la formacion de vacuolas al interior de los huevos,
esto puede ser explicado posiblemente a que el hyphomycete UdeA0106,
este produciendo compuestos que estén alterando la embriogénesis del

huevo y por ende su viabilidad.

Para las condiciones de cultivo, el
caldo PDB fue el que obtuvo una mayor actividad antagonista sobre la

eclosion de los huevos.

Se logro obtener porcentajes de
mortalidad de los estadios J2 mayores al 90% con los tratamientos del
filtrado de la cepa UdeA0106 al 100%, 90% y 70%. Adicionalmente, la

mortalidad no vario significativamente con respecto al tiempo de exposicién.
Se deben seqguir realizando

estudios que busque indagar sobre el rol antagénico de la UdeA0106 sobre

nematodos fitoparasitos tanto in vivo como in vitro y que exploten todos sus
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mecanismos de accidbn que permitan mas adelante obtener nuevas

alternativas para la bioformulacién de hongos nematdéfagos.

10. RECOMENDACIONES

Es necesario confrontar los
resultados obtenidos con experimentos en invernadero, que permitan
determinar el comportamiento del filtrado bajo condiciones més similares a las
caracteristicas de campo.

Se deben cuantificar la cantidad e
identificar el tipo de compuestos que estén presentes en el filtrado del cultivo
de la cepa UdeA0106.

Es necesario evaluar el filtrado
crudo de la cepa UdeA0106, aumentando la concentracién y el numero de
replicas por tratamiento, para posteriormente obtener CLs; que sean
extrapolables a condiciones de campo.

Se requiere mas investigaciones
sobre el uso de filtrados crudo de hongos nematofagos, ya que se no se
conoce como puede influenciar en la composicion de la biota del suelo donde

se esté usando.

Se deben realizar pruebas de
antagonismo del filtrado con otras sustancias utilizadas en el manejo de
plagas de nematodos fitoparasitos, que permitan conocer la eficiencia del
filtrado.
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