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RESUMEN: El estudio tuvo como objetivo determinar la tolerancia in vitro a diferentes niveles de cloruro
de sodio de la cepa IMI SD 187 del hongo nematéfago Pochonia chlamydosporia var. catenulata
(Kamyschko ex Barrony Onions) Zarey W. Gams. El experimento se desarrollé en € Centro Nacional de
Sanidad Agropecuaria (CENSA), Cuba, utilizando los siguientes tratamientos. control (agua desionizada estéril
0,3dS.n?), 2dS.nr?, 4dS.mr?, 6dS.mt, 8dS.mrt, 10dS.m?, 12dS.nT?, 14dS.mt y 16dS.nmr? de NaCl. El disefio
utilizado fue completamente aleatorizado con 5 repeticiones. La rdacion entre la inhibicion de la germinacion
de clamidosporas, conidios y los diferentes niveles de estrés salino fueron analizados a través de regresion
lineal. Las clamidosporas fueron mas tolerantes que los conidios, con inhibicion de 50% de la germinacion a
13dS.m* y 12dS.n1?, respectivamente. A partir de los resultados, se deben realizar otros estudios para determinar
la efectividad de P. chlamydosporia var. catenulata como agente de control bioldgico de Meloidogyne spp.,
en suelos salinos, con d fin de recomendar la utilizacion integrada del hongo en los paquetes tecnol Ggicos de
produccion, en agroecosistemas que tengan problemas de salinidad.
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Tolerance of Pochonia chlamydosporia var. catenulata (K amyschko ex Barron and Onions) Zare
and W. Gamsto different levelsof sodium chloride.

ABSTRACT: Tolerance in vitro to different levels of sodium chloride of the strain IMI SD 187 of the
nematophagous fungus Pochonia chlamydosporia var. catenulata (Kamyschko ex Barron and Onions) Zare
and W. Gams was determined in atrial carried out at the National Center for Agricultural Health (CENSA), Cuba.
Leves of sodium chloride (2dS.n?, 4dS.m?, 6dS.n?, 8dS.m?, 10dS.m?, 12dS.mt, 14dS.m? and 16dS.nTt) and
deionized water (0.3dS.nm1) as the control were used in a completely randomized desing with 5 replications.
The relationship between inhibition of germination of chlamydospores and conidia and the different levels of
salinity stress were analyzed by linear regression. The chlamydospores were more tolerant to salinity than the
conidia, with 50% inhibition of germination at 13dS.nt! and 12dS.nrrespectively. From the results obtained,
further studies must be conducted to determine the effectiveness of P. chlamydosporia var. catenulata as a
biological control agent of Meloidogyne spp., in saline soil with the purpose of recommending the integrated
use of thisfungus in technological packages of agricultural production in agroecosystems with salinity problems.
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Aproximadamente el 40% de la superficie agricola En Cuba, de unos 6,6 millones de hectéreas de
del planeta tiene problemas de salinidad. Muchas de suelos agricolas, un millén presentan salinidad, re-
estas &reas se encuentran en las regiones tropicales presentando el 15% de la superficie agricola total. En
y del mediterraneo (1). el territorio oriental es donde mas se manifiesta este
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fenémeno con 54,7% del érea afectada, lo cual es con-
siderado como elemento de riesgo para la seguridad
alimentaria en el pais (2).

En plantas cultivables, una concentracion elevada
de sales en el suelo afecta negativamente el desarro-
llo, acumulacion de biomasa y rendimiento agricola,
debido fundamentalmente a los efectos osmoticos e
iénicos. Una de las causas de afectacion en los sue-
los salinos es la absorcion y acumulacion en las célu-
las vegetales de un exceso de iones hidrofilicos
osmoéticamente activos (3). Efectos adversos también
pueden manifestarse en la biota de microorganismos
gue habitan en agroecosistemas con estrés salino; sin
embargo, son escasos los estudios del impacto de
estas condiciones sobre la efectividad de agentes de
control biolégico.

Por lo tanto, la tolerancia al estrés por salinidad de
agentes de control biolégico debe ser una prioridad
para esta linea de investigacion, pues actualmente se
desconoce su efectividad frente a los organismos dia-
nas en estas condiciones, y se corre el riesgo de usar-
los indebidamente para el manejo integrado de plagas
(MIP) en agroecosistemas con estas caracteristicas.

En Cuba, se aislaron y evaluaron diferentes especies de
Pochonia chlamydosporia para el manejo de Meloidogyne
incognita (Kofoid y White) Chitwood. De los aislamien-
tos estudiados, se selecciond la cepa IMI SD 187 de la
variedad catenulata como la mas promisoria (4), la cual
dio origen al producto comercial KlamiC® (5). Por esta
razon, lainvestigacién tuvo como objetivo determinar la
tolerancia in vitro, de esta cepa, a diferentes niveles de
cloruro de sodio.

El experimento se desarroll6 en el Centro Nacional
de Sanidad Agropecuaria (CENSA), Cuba. Para ello
se empled el producto KlamiC®, lote 010211 (1,76x107
Unidades Formadoras de Colonias por gramo de pro-
ducto seco). Un gramo del producto se depositd du-
rante una hora en tubos que contenian 9ml de solucio-
nes salinas esterilizadas (NaCl), las que habian sido
previamente ajustadas a diferentes conductividades
eléctricas (0,3dS.m?, 2dS.m?, 4dS.m?, 6dS.m*,
8dS.m?, 10dS.m7, 12dS.m*, 14dS.m*, 16dS.m1), uti-
lizando un conductimetro (CDM 230-MeterLab®). A par-
tir de cada solucién salina se tomé 1mL y se prepara-
ron diluciones seriadas en volumen final de 10mL. Cada
dilucién salina represent6 un tratamiento, con 5 repeti-
ciones bajo un disefio completamente aleatorizado.
Como tratamiento control se utilizé agua desionizada
estéril 0,3dS.m,

Para evaluar la tolerancia de las clamidosporas
expuestas a diferentes niveles de cloruro de sodio, se
toma la dilucidn 10 de cada tratamiento, la cual fue
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homogenizada con un agitador de tubos (VORTEX-1
GENIE®). De ellas se extrajeron 200uL con una pipeta
automatica y se depositaron en placas Petri (80mm)
gue contenian medio de cultivo agar agua antibiotico
(AAA: 15¢g de agar bacteriolégico (BioCen) por litro de
agua destilada, 50mg de sulfato de estreptomicina,
50mg cloranfenicol y 50mg clortetraciclina), y con ayuda
de una espétula de Drigalski fueron esparcidos sobre
la superficie. Las placas se sellaron con parafilm e
incubaron a 25°C durante 48h. Al momento de la eva-
luacién cada placa fue dividida en cuatro cuadrantes
para facilitar el conteo. Se contabilizaron en microsco-
pio optico (ZEISS-AxioLab®, 200x) 100 clamidosporas
por cada cuadrante, denotando las que estaban germi-
nadas.

En el caso de los conidios se utilizé la dilucion 103,
de la que se extrajeron 200pL con una pipeta automa-
tica y se depositaron en cuatro puntos previamente
seleccionados en las placas Petri que contenian me-
dio de cultivo AAA. Luego se sellaron con parafilm e
incubaron a 25°C durante 21h. Posteriormente, se rea-
lizo el conteo en cada punto donde se deposito la sus-
pensién que contenialos conidios y se contabilizaron,
en microscopio 6ptico, 100 conidios y de ellos los que
habian germinado.

En ambos casos se considerd que la estructura ha-
bia germinado cuando el tubo germinativo superaba dos
veces el tamafio de la clamidospora y/o conidio. El por-
centaje de germinacion calculado se usé para determi-
nar la inhibicién de la germinacién respecto al control.

La relacion entre la concentracion salina con los
porcentajes de inhibicién de la germinacion de
clamidosporas y conidios se obtuvo mediante analisis
de regresion lineal, procesado con el paquete estadis-
tico STATISTICA v. 8. A partir de las ecuaciones de
regresion se calcularon los niveles que produjeron una
inhibicion del 50% de la germinacion.

Un 98% de las variaciones que tuvo la inhibicién de
la germinacion de las clamidosporas dependié de los
niveles de sal a que fue expuesto el producto. Aunque,
entodos los niveles las clamidosporas germinaron, la
inhibicién de la germinacion increment6 a medida que
aumento la concentracion de sales. El 50% de inhibi-
cion se alcanzé a los 13dS.m* (Figura 1).

Un 96% de las variaciones que tuvo la inhibicién de
la germinacién de conidios dependié de los niveles de
sal a que fue expuesto el producto. Aunque, en todos
los niveles los conidios germinaron, lainhibicién de la
germinacion incrementd a medida que aumenté la con-
centracion de sales. El 50% de inhibicién se alcanzé a
los 12dS.m* (Figura 2).
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FIGURA 1. Inhibicion de la germinacion de clamidosporas de P. chlamydosporia var. catenulata (IMI SD 187) frentea
nivelesde salinidad invitro./ Inhibition of chlamydospore germination of P. chlamydosporia var. catenulate (IMI SD 187)
under in vitro salinity conditions.
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FIGURA 2. Inhibicidn delagerminacién de conidios de P. chlamydosporia var. catenulata (IM1 SD 187) frenteanivelesde
salinidad in vitro./ Inhibition of conidia germination of P. chlamydosporia var. catenulate (IMI SD 187) under in vitro
salinity conditions.
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Los resultados demostraron que, en las condicio-
nes experimentales evaluadas, lograron germinar las
clamidosporas y conidios del hongo nematéfago P.
chlamydosporia var. catenulata (IMI SD 187) al ser ex-
puestos a altos niveles de cloruro de sodio. Resultan-
do las clamidosporas mas tolerantes que los conidios
debido, posiblemente, a que son estructuras de resis-
tencia con varias células y paredes gruesas.

Aunque son escasos los estudios sobre tolerancia
a diferentes niveles de sales en agentes de control
biolégicos, Gajanan et al. (6) informaron que aislamien-
tos de Bacillus sp., fueron tolerantes a altas concen-
traciones de NaCl en medio de cultivo in vitro. Otros
autores dieron a conocer que especies de Bacillus sp.,
Aspergillus sp., y Trichoderma sp., tenian potenciali-
dades para su adaptacion y uso en condiciones de
estrés abidtico por salinidad (7,8).

Por otra parte, se ha informado que P.
chlamydosporia, ademas de ser un hongo parasito fa-
cultativo de huevos de nematodos fitoparasitos seden-
tarios, es un hongo enddfito facultativo de plantas (9).
Recientemente, se demostré que otros hongos
enddfitos fueron responsables de activar mecanismos
de biosintesis de compuestos organicos en las plan-
tas, para atenuar diferentes tipos de estrés, entre ellos
salinidad, sequia, altas y bajas temperaturas (10).

Estudios futuros son necesarios para conocer Si
las plantas colonizadas endéfitamente con este hongo
nematofago mejoran la tolerancia de las mismas al
estrés por salinidad, lo cual tendria una importancia
practica en el uso de KlamiC® en agroecosistemas
que tengan problemas de salinidad.
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