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RESUMEN: Recientemente se informaron aislamientos de Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare y
Gams parasitando huevos de Meloidogyne enterolobii Yang y Eisenback (syn. jun. Meloidogyne mayaguensis
Rammah y Hirschmann) en plantaciones de guayaba (Psidium guajava L.), al nordeste de Brasil. Teniendo
en cuenta € pedigro potencial de esta plaga para numerosos cultivos incluyendo las hortalizas, se realizé un
experimento en casa de vegetacion con dos repeticiones en d tiempo. El objetivo fue evaluar las actividades
saprofiticay patogénica de tres cepas brasilefias (CG1003, CG1006 y CG1041) y una cubana (IM1 SD 187)
de P. chlamydosporia frente a M. enterolobii, en una sucesion de cultivos tomate (Solanum lycopersicum
L.)- lechuga (Lactuca sativa L.). Al finalizar d ciclo de los cultivos, 6 meses después de la aplicacion, se
comprobd que la colonizacion de P. chlamydosporia se mantuvo en  orden de 10* UFC.g?! de suelo y mayor
de 10° UFC.g! en las raices, excepto paralacepa CG1041 (10? UFC.g! deraiz). El porcentgje de colonizacion
de estos hongos sobre las masas de huevos fue superior al 60% en todos los tratamientos, mientras que los
porcentgjes de parasitismo de huevos estuvieron entre 45 y 55%. Estos resultados validaron la cepa cubana
frente a una diana y en condiciones diferentes a las que es originaria y se demostré que las cepas brasilefias
son potenciales biocontroladores de M. enterolobii, abriéndose asi futuras perspectivas de investigacion como
agentes de control bioldgico integrados para € manegjo de este nematodo.
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Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare & Gamsas potential biological control agent of
Meloidogyne enterolobii (Yang & Eisenback) in vegetable crops

ABSTRACT: Recently, Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare y Gams was isolated from parasitized
eggs of Meloidogyne enterolobii Yang y Eisenback (syn. jun. Meloidogyne mayaguensis Rammah y
Hirschmann) in guava (Psidium guajava L.) plantations, at the northeast of Brazil. Due to the potential danger
of this pest for a large group of crops, including vegetable crops, a greenhouse experiment was conducted
with two repetitions in time. The aim was to evaluate the saprophytic and parasitic activities of three brazilian
strains (CG1003, CG1006 and CG1041) and the cuban strain (IMI SD 187) of P. chlamydosporia against M.
enterolobii in a tomato (Solanum lycopersicum L.)- lettuce (Lactuca sativa L.) crop sequence. At the end
of the cultivation, 6 month after the application, colonization of P. chlamydosporia was in the order of 10
CFU.g?! of soil and 10°® CFU.g* of root, with exception of the strain CG1041 (10? CFU.g? of root). Egg mass
percentage was higher than 60% in all treatments, while parasitized egg percentage was between 45-55%.
These results validated the cuban strain against a nematode target under different conditions from those it
originally came from; the brazilian strain potential as biocontroler of M. enterolobii was also demonstred.
Future investigation perspectives with those fungi are opened for their use as biological control agents for
nematode pest management strategies.
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INTRODUCCION

El nematodo formador de agallas Meloidogyne
enterolobii Yang y Eisenback (syn. jun. Meloidogyne
mayaguensis Rammabh y Hirschmann) constituye una
importante plaga en paises de las zonas tropical y
subtropical, donde parasita de manera natural mas de
30 especies de plantas como guayaba (Psidium
guajavaL.), cafeto (Coffea spp.), hortalizas, ornamen-
tales y arvenses. Se considera una de las especies
mas peligrosas del género por su habilidad de reprodu-
cirse en plantas que poseen genes de resistencia a
Meloidogyne spp. Su distribucion ocurrié relativamente
rapido debido a factores antropogénicos y puede ha-
Ilarse en poblaciones concomitantes junto a
Meloidogyne incognita (Kofoid y White) Chitwood,
Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood y Meloidogyne
javanica (Treub) Chitwood (1), lo que hace complejo su
diagnéstico y manejo.

En Brasil, este nematodo se ha encontrado en
areas agricolas (2) y forestales (3). Su diseminacion
através de diversos estados, en cultivos de importan-
cia econdémica, ocasiono pérdidas millonarias en la
fruticultura de este pais (4). En Cuba se confirmé su
presencia en plantaciones de café de la region orien-
tal del pais, posteriormente se inform¢ afectando to-
mate (Solanum lycopersicum L.) en la regién occi-
dental y en sistemas de produccion protegida de hor-
talizas en el centro del pais (1). Para su manejo se
trabaja en la evaluacién de medidas efectivasy com-
patibles con el ambiente, entre las que el control bio-
I6gico resulta importante (5,6).

El hongo nematéfago Pochonia chlamydosporia
(Goddard) Zare y Gams (ex Verticillium
chlamydosporium Goddard), es un paréasito facultativo
de huevos de nematodos de quistes y formadores de
agallas presente en suelos supresores de nematodos
(7). Su potencial como agente de control biologico para
el manejo de Meloidogyne spp. se ha estudiado am-
pliamente (8, 9).

En Cuba, Hidalgo et al. (10) informaron el aislamien-
to de cepas autéctonas a partir de huevos de M.
incognita y seleccionaron entre ellas, la cepa IMI SD

187 de P. chlamydosporia var. catenulata (Kamyscho
ex Barron y Onions) Zare y Gams. Esta cepa constitu-
ye el ingrediente activo del bionematicida KlamiC®, re-
gistrado en el pais (11) y cuya efectividad en el manejo
de nematodos formadores de agallas se ha comproba-
do en condiciones de produccion de cultivos protegi-
dosy campo (12, 13).

En Brasil, recientemente se obtuvieron aislamien-
tos nativos de P. chlamydosporia parasitando huevos
de M. enterolobii en una plantacion de guayaba seve-
ramente afectada, en condiciones de clima semiarido
y altas temperaturas (5).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar las acti-
vidades saprofitica y parasitica de cuatro cepas de P.
chlamydosporia frente a M. enterolobii en una suce-
sion de cultivos tomate- lechuga (Lactuca sativa L.)

MATERIALESY METODOS

Se evaluaron las actividades saprofitica y patogénica
de cuatro cepas de P. chlamydosporia (Tablal), frente
a M. enterolobii en una sucesion de cultivos tomate
(Solanum lycopersicum L.)- lechuga (Lactuca sativa
L.). El experimento se realiz6 en casa de vegetacion
durante seis meses, con dos repeticiones en el tiem-
po. Se establecieron cinco tratamientos, correspon-
dientes a cada cepa probada y uno control (sin P.
chlamydosporia), con 8 réplicas por tratamiento, colo-
cadas completamente al azar.

El inéculo fangico de cada cepa se obtuvo median-
te Fermentacién en Estado Sélido (FES) (14). El ex-
perimento se realizo en bolsas de polietileno con 4kg
de sustrato esterilizado (suelo y abono organico en
proporcion 1: 1 v/v). En cada bolsa se trasplant6 una
plantula de tomate (Solanum lycopersicum L.) cv. San-
ta Clara de 30 dias de germinada. Al momento del tras-
plante, se inoculdé una suspension de 5000
clamidosporas viables por cada gramo de sustrato,
suspendidas en 100mL de agua potable esterilizada, en
el hueco de siembra de cada plantula. Transcurridos 10
dias posteriores al trasplante se inoculé una suspen-
sién de 5000 huevos de M. enterolobii alrededor de la
raiz de cada planta. Después de cuatro meses, se

TABLA 1. Cepas de P. chlamydosporia evaluadas frente a M. enterolobii./ Srains of P. chlamydosporia evaluated

against M. enterolobii.

Caodigo Variedad Aisladas de: Estado o Provincia/ Paisde origen
CG1003 chlamydosporia Huevos (M. enterolobii) Petrolina-PE/ Brasi|
CG1006 catenul ata Huevos (M. enterolobii) Petrolina-PE/ Brasi|
CG1041 chlamydosporia Huevos (Meloidogyne spp.) Brazilandia-DF/ Brasil

IMI SD 187 catenulata Huevos (M. incognita) Stgo de Cubal Cuba
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removieron las plantas de tomate de cada bolsa y se
sembro en el mismo sitio una plantula de lechuga
(Lactuca sativa L.) cv. Crespa de 20 dias de germinada,
la cual se mantuvo durante los dos meses siguientes.

Se utilizaron cuatro bolsas de cada tratamiento para
evaluar la colonizacion de P. chlamydosporia en el sue-
loy las raices, mediante el método de dilucién y siem-
bra en medio semiselectivo (15). Durante el ciclo de
tomate, se extrajo una muestra de 1g de suelo de cada
bolsa aintervalos de 30 dias y al final de ambos cultivos
(120 dias tomate y 60 dias lechuga) y se determiné la
dinamica de colonizacién del hongo en el suelo de la
rizosfera durante los 180 dias del experimento. En las
raices se analiz6 la colonizacion final en ambos cultivos.

Al finalizar el cultivo de tomate, se extrajeron 50
masas de huevos de cada planta con ayuda de un
estéreo microscopio. Las masas se colocaron en un
eppendorf con un mL de agua destilada y se lavaron
tres veces con agua destilada estéril. Se sembraron
20 masas de huevos en dos placas Petri que conte-
nian Agar Agua con Antibiotico (AAA) (Agar Técnico:
15g.L%, Cloranfenicol: 50mg.L?, Tetraciclina: 50mg.L*
y Sulfato de Estreptomicina: 50mg.L?) a raz6n de 10
masas de huevos por placa. Las placas se incubaron
durante 5 dias a 25°C. Luego se evalud el porcentaje
de colonizacion de cada cepa de P. chlamydosporia.
Con el resto de las masas de huevos se prepar6 una
suspension de huevos en 1mL de agua esterilizada -
mediante ruptura mecénica de las masas. De esta se
tomé una alicuota de 0,2mL y se colocé en placas con
AAA y se incub6 durante 24-48h a 25°C. Posterior-
mente se contaron 30 huevos (parasitados y no
parasitados) en cada placay se determiné el porcen-
taje de huevos parasitados.

Al final de cada cultivo, las raices de las cuatro
réplicas restantes, se lavaron cuidadosamente con agua
corriente para retirar los restos de suelo y se coloca-
ron sobre papel absorbente para eliminar el exceso de
agua. Inmediatamente se determiné su masa frescay
el indice de agallamiento, mediante laescalade 0a5
grados propuesta por Taylor y Sasser (16). Los huevos
de M. enterolobii de cada raiz se extrajeron con
hipoclorito al 1 % (17) y se colectaron en un tamiz de
500 Mesh en un volumen de 100mL de agua. Poste-
riormente se realiz6 el conteo de huevos en camara de
Peter por planta en el microscopio optico (4X) y se
determind el nimero de huevos por gramo de raiz. Fi-
nalmente se estimo el nimero de huevos sanos en las
raices, segun Sorribas et al. (18).

Los resultados de la concentracion del hongo en
sueloy raices (UFC.g?) se transformaron en LOG(x+1).
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La férmula arcoseno(x/100) se utilizé para transfor-
mar los valores del porcentaje de colonizacion de P.
chlamydosporia sobre las masas de huevosy el para-
sitismo de huevos. Se realizé un ANOVA Simple y para
conocer si existian diferencias significativas se utilizd
la prueba de rangos multiples de Duncan (nivel de sig-
nificacion p<0,05). Los analisis se realizaron mediante
el paquete estadistico InfoStat version 1.1 (19).

RESULTADOSY DISCUSION

En la figura 1 se muestran los resultados de la di-
namica de la concentracién de P. chlamydosporia en
suelo en la sucesion de cultivo tomate-lechuga. Todas
las cepas evaluadas demostraron su habilidad para
desarrollarse saprofiticamente en el suelo. Los mayo-
res valores de colonizacién en el tomate se alcanza-
ron a los 60 dias después de la inoculacién. Se com-
probé la persistencia de estos hongos en el orden de
10* UFC.g! de suelo, después de 6 meses de su apli-
cacion. La colonizacion de la cepa CG1041 al final del
ciclo del tomate (120 dias) fue significativamente infe-
rior al resto; sin embargo no hubo diferencias significa-
tivas en la concentracion de las cuatro cepas al final
del cultivo de lalechuga (180 dias).

En cuanto a la colonizacion de la raiz de ambos
cultivos, los resultados se relacionan con los anterio-
res, ya que la cepa CG1041 alcanzé valores
significativamente bajos (2,50x10? UFC.g* de raiz) en
el cultivo del tomate, mostrando un incremento a
6,69x10% UFC.g! de raiz en lalechuga. El resto de las
cepas mantuvo la colonizacién en el orden de 10°
UFC.g'deraices (Figura 2).

Respecto al porcentaje de colonizacion de los hon-
gos sobre las masas de huevos de M. enterolobii, éste
fue superior al 60% en todas las cepas, sobresaliendo
CG1006 y CG1003 (Brasil) que alcanzaron mas de 80%
de colonizacién. Mientras que los porcentajes de pa-
rasitismo de huevos de cada cepa no mostraron dife-
rencias significativas y oscilaron entre 44 y 55%. La
cepa nativa CG1041 present6 los menores porcenta-
jes de colonizacion de masas de huevos y parasitismo
sobre los huevos del nematodo (Tabla 2).

Al estimar el nimero de huevos sanos en las rai-
ces de tomate, se comprobd que aunque las cepas
CG1003, CG1006 e IMI SD 187 lograron una reduc-
cion respecto al control sin P. chlamydosporia, las
diferencias no fueron significativas. Por su parte, la
cepa CG1041 no redujo la cantidad de huevos sanos,
valor que fue superior al de otras cepas y el control
(Tabla 2).
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FIGURA 1. Dinamicadelacolonizacién de P. chlamydosporia en € suelo en la secuencia de cultivo tomate* (120 dias)-
lechuga** (60 dias)./ Dynamicsof P. chlamydosporia soil colonizationin a crop sequence tomato* (120 days)- lettuce**

(60 days).
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FIGURA 2. Colonizacién deP. chlamydosporia en laraiz al final decadacultivo (tomate-lechuga)./ Root colonization of P.

TABLA 2. Actividad parasitica de P. chlamydosporia sobre M. enterolobii a fina del cultivo de tomate./ Parasitic
activity of P. chlamydosporia against M. enterolobii at the end of tomato cultivation.

Cultivo 1 (Tomate)

Tratamiento | Colonizacién de masas de huevos Par asitismo de huevos No. de huevos*

(%) (%) (Huevos.g™ raiz)
CG1003 82,47+516 b 55,00+7,63 a 142,8+20,66 a
CG1006 81,60+4,81 ab 53,78+2,73 a 144,9+77,41 a
CG1041 64,65+6,04 a 44,05+2,44 a 300,6+32,31b
IMI SD 187 75,50+4,14 ab 47,40+3,54 a 169,4+51,96 ab
Contral - - 277,0+48,6 ab

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05) entre |os tratamientos para cada parametro eval uado

(columnas) (Media + ES).

* Se excluyen los huevos parasitados.
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Las cepas de P. chlamydosporia no redujeron
significativamente el indice de agallamiento sobre los
cultivos durante la sucesion tomate-lechuga. La infes-
tacién de M. enterolobii alcanz6 grados de 4-5 en el
tomatey 4-4,8 en la lechuga, sin diferencias significa-
tivas respecto al control sin hongo.

Los resultados obtenidos confirman el potencial
como agentes de control biolégico, de cepas origina-
rias de Cuba y Brasil de Pochonia chlamydosporia fren-
te a M. enterolobii en una sucesion de cultivos tomate-
lechuga con una sola aplicacion inicial de 5000
clamidosporas.g* de suelo. La colonizacion de estas
cepas, en el orden de 10*UFC.g*ensueloy 10° UFC.g
! en las raices, coinciden con resultados informados
para la cepa IMI SD 187, cuyos valores de coloniza-
cién de masas de huevos y parasitismo de huevos sobre
M. incognita fueron superiores al 80 % (20). Peteira et
al. (21) obtuvieron similares resultados de parasitismo
(72%) con igual dosis de aplicacion, después de dos
ciclos de tomate.

Es de resaltar que la cepa CG1006 mantuvo eleva-
da colonizacion sobre las raices en ambos cultivos.
Sin embargo la colonizacion de la cepa CG1003 fue
menor en las raices de lechuga que en tomate; contra-
rio a lo observado con CG1041. La habilidad de los
aislamientos de colonizar la rizosfera de las plantas
constituye un elemento clave en la seleccion de cepas
promisorias y el establecimiento de una adecuada se-
cuencia de cultivos (22,23).

Las actividades saprofitica y patogénica de las ce-
pas nativas CG1003 y CG1006 frente a M. enterolobii
no mostraron diferencias significativas al final del ciclo
de cada cultivo en comparacion con la cepa fordnea
IMI SD 187, de una region distinta y aislada de un
hospedante diferente; esta cepa presento6 un 75 % de
colonizacion sobre las masas de huevos y un 47,4%
de parasitismo sobre huevos. El hecho de contar con
cepas seleccionadas que tengan alta patogenicidad
sobre varias especies de Meloidogyne y que estas pu-
dieran co-inocularse como sugiere Atkins et al. (24),
podria resultar muy 0til en el manejo de poblaciones
concomitantes de Meloidogyne spp.

A pesar de que las cepas tuvieron buena capacidad
para establecerse en larizosfera de los cultivos horticolas
evaluados y mostraron indices de parasitismo satisfac-
torios (50%) no se redujo la poblacion de M. enterolobii.
Esto pudiera deberse al alto porcentaje de juveniles que
escapan a la infeccion y que pueden completar alrede-
dor de 4 generaciones en cultivos susceptibles (15) (4
meses tomate y 2 meses lechuga). Por otra parte, un
agente de control bioldgico por si solo no alcanza re-
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sultados inmediatos en la reduccién de las poblacio-
nes de nematodos, sino como parte de una estrategia
integrada de manejo (9). Para Sorribas et al. (18), el
recurrir a multiples aplicaciones del hongo en un mis-
mo cultivo pueden reducir el indice de agallas.

Las plantas de lechuga tuvieron un pobre desarrollo
radicular durante el experimento, como resultado de la
alta susceptibilidad del cultivo al nematodo (15). Al fi-
nalizar el cultivo, el peso de las raices estuvo entre 4-
5 gramos, siendo el material escaso para evaluar la
colonizacion de las cepas de P. chlamydosporia sobre
las masas de huevosy el parasitismo de huevos de M.
enterolobii.

Los resultados mostraron que la cepa cubana es
efectiva frente a una dianay en condiciones diferentes
de las que se aisl6. Se demostraron ademas las po-
tencialidades de las cepas brasilefias frente a M.
enterolobii en cultivos horticolas. Finalmente y toman-
do en cuenta que tanto el contenido de abono organico
-fuente adicional de nutrientes- como la microbiota
natural de un suelo pueden hacer a éste mas receptivo
para aislamientos nativos de Pochonia e influir en su
actividad nematofaga (25, 26), es necesario evaluar el
efecto de tales factores sobre el desarrollo saprofitico
y parasitico de las cepas de P. chlamydosporia frente
a poblaciones de nematodos en suelo natural. Dicha
evaluacion es importante para la seleccion, uso e inte-
gracion de agentes de control bioldgico dentro de es-
trategias de manejo de Meloidogyne spp.
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