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RESUMEN: LacepacubanalMI SD 187 del hongo nematofago Pochonia chlamydosporia var . catenulata
es un agente de control bioldgico potencial de nematodos for mador es de agallas. Existen informes sobre
la accion controladora de los hongos de la especie Pochonia chlamydosporia sobr e nematodos de quistes.
Sin embargo también se conoce de la especificidad de los aidamientos segin su hospedante original. El
objetivo de este trabajo fue estudiar € comportamiento de diferentes sistemas enzimaticos en la cepa
IMI SD 187, frente a huevos de Meloidogyne incognita y Globodera pallida. Se realizar on los ensayos de
induccion con huevos de ambos nematodos en medio liquido y se determinaron los contenidos de
proteinastotalesy niveles de actividad enzimética de proteasas, quitinasas, lipasasy VCP 1. Ladindmica
de la induccion de los sistemas enziméticos estuvo relacionada con las fases del proceso de infeccion de
los huevos de M. incognita en la cepa IMI SD 187. Esta cepa de P. chlamydosporia var. catenulata
procedente de nematodos formador es de agallas es capaz de infectar huevos de nematodos de quistes.

(Palabras clave: Pochonia chlamydosporia var. catenulata; actividad enzimatica; Meloidogyne incognita;
Globodera pallida)

INDUCTION OF EXTRACELLULAR ENZYMESWITH Meloidogyne incognita AND
Globodera pallida EGGS

ABSTRACT: The Cuban strain IM| SD 187 of the nematophagous fungus Pochonia chlamydosporia var.
catenulata is a potential biological control agent for the root knot nematodes. There are reports about
the controlling action of these fungi on cyst nematodes. However, isolate specificity according to the
original hogt is also known. The aim of thiswork was to study the enzymatic performance induced by
Meloidogyne incognita and Globodera pallida eggs. Theinduction assayswere carried out in liquid media.
The total protein content and the enzymatic activity levels for proteases, chitinases, lipases and VCP 1
wer e determined. The time cour se experiment for enzymatic activity induction wasrelated to the infection
processof M. incognita eggs by the strain IMI SD 187. The strain IMI SD 187 of P. chlamydosporia var.
catenulata isolated from root knot nematodes is able to infect eggs from cyst nematodes.

(Key words: Pochonia chlamydosporia var. catenulata; enzymatic activity; Meloidogyne incognita;
Globodera pallida)

INTRODUCCION formadores de agallas en Cuba (1). Los estudios rea-

lizados con esta cepa han demostrado su robustez,

Pochonia chlamydosporia var. catenulata  elevada produccién de clamidosporas durante el pro-
(Kamyscho ex Barron y Onions) Zarey Gams, enes-  ceso de produccion masiva por fermentacion solida,
pecial la cepa IMI SD: 187, ha mostrado serunagen-  con mas de un 93% de viabilidad y valores de coloni-
te de control biolégico potencial de nematodos  zacién de masas de huevos de Meyloidogyne incognita



(Koffoi y White) Chitwood y parasitismo de sus hue-
vos de 98y 70%, respectivamente (2). Algunos infor-
mes también clasifican a P. chlamydosporia como
agente de control para nematodos formadores de
quistes (2).

La especificidad por el hospedante es un aspecto
importante a tener en cuenta en la seleccion de una
cepa para su produccion e introduccién como agente
de control biolégico (ACB) o la aplicacion de una com-
binacion de cepas para el control de un nematodo en
particular o mezclas de diferentes especies o géne-
ros, en un agroecosistema dado. Esta especificidad
pudiera deducirse a través de la expresion de dife-
rentes sistemas enzimaticos relacionados con el pro-
ceso de parasitismo de los huevos o mediante la
busqueda de algin marcador de ADN relacionado con
este aspecto.

Pochonia chlamydosporia no escapa a esta ase-
veracion. En un estudio de induccion de proteinas
extracelulares, Segers (3), encontré que los huevos de
Globodera rostochiensis Woll tuvieron mucho menor
efecto en la induccion de VCP1 que los huevos del
hospedante susceptible, M. incognita. Este autor argu-
menta que aunque los huevos de los quistes no fueron
liberados artificialmente durante la preparaciéon del
medio, los quistes maduros no estaban sellados y era
de esperar que el hongo tuviera acceso relativamente
facil a través de las aberturas naturales del quiste.

Teniendo en cuenta el conocimiento que se tiene acer-
cadel proceso de parasitismo y laimportancia de la proteasa
VCP1, asi como el funcionamiento de otras enzimas de
caracter hidrolitico, el objetivo de este trabajo fue el estudio
del comportamiento de diferentes sistemas enzimaticos,
inducidos en tres cepas de P. chlamydosporia, por huevos
de dos hospedantes diferentes: M. incognita y Globodera
pallida (Stone) Mulvey y Stone.

MATERIALESY METODOS

Cepas y medios de induccioén:
Las cepas empleadas en este experimento fueron:

1. Cepa 309 (P. chlamydosporia var. chlamydosporia,
proveniente de M. incognita).

2. Cepa 280 (P. chlamydosporia var. chlamydosporia,
proveniente de G. pallida).

3. Cepa IMI SD 187 (P. chlamydosporia var. catenulata,
proveniente de M. incognita)

Las tres cepas procedieron de la coleccion de
Rothamsted, Reino Unido, donde habian sido con-
servadas en medio agar harina de maiz (AHM) a 4°C
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y para su uso se subcultivaron en el mismo medio,
durante dos semanas, en oscuridad, a 28°C.

Se evaluaron tres variantes de medio de cultivo a
partir de un medio basal que ademas fue empleado
como control:

a) Medio basal: Constituido por 0,03% NacCl; 0,03%
MgSO, x 7 H,0;0,03% K_HPO,; 0,02% de extracto
de levadura (4).

b) Medio basal suplementado con huevos de M.
incognita 0.1% (p/v) (3). Se empled laraza R2:1135
de M. incognita procedente de América del Norte,
mantenida sobre Solanum melangena L. (berenje-
na) en el banco de especies de la estacion de
Rothamsted Research, Reino Unido. Las masas
de huevos equivalentes a la concentracion reque-
rida en el medio se colectaron de raices de plantas
infectadas. Posteriormente se desinfectaron super-
ficialmente con Hipoclorito de Sodio al 10% (a par-
tir de la solucién comercial) durante dos minutos y
por ultimo se procedi6 a la desinfeccion de los hue-
vos siguiendo el protocolo descrito por Manzanilla-
Lépez (5). Los huevos desinfectados se suspen-
dieron en agua destilada estéril y se afadieron al
medio ya dispensado.

¢) Medio basal suplementado con huevos de G. pallida
0.1% (p/v) (3). En este caso los huevos de la raza
PA1 de G. pallida se obtuvieron de quistes prove-
nientes de muestras de suelo de un campo infes-
tado en el Reino Unido. Para la desinfeccion su-
perficial se procedi6 de forma similar a la detallada
anteriormente para M. incognita.

Los pasos correspondientes a la inoculacion de
todas las variantes de medio, su incubacidn, toma de
muestra, asi como la cuantificacién de proteinas to-
tales y de las actividades enziméaticas se desarrolla-
ron segun los protocolos descritos por Peteira et al.
(6). Para cada tratamiento (Basal, M. incognita y G.
pallida) y cada cepa estudiada, se realizaron tres re-
peticiones y tres réplicas, asi como tres réplicas para
cada determinacién de proteinas totales y activida-
des enziméticas. Las muestras se tomaron a los tres,
cinco y siete dias, después de la inoculacion de los
medios con el hongo. Ademas, se colectaron y proce-
saron como control, muestras de los medios sin ino-
cular con el hongo, para eliminar los posibles valores
de proteinas totales de fondo.

Ademas, a los siete dias se realizaron observa-
ciones bajo microscopio 6ptico, para todas las varian-
tes, para lo cual se extrajo en cada caso una muestra
de 1mL del medio conteniendo huevos del
hospedante. La muestra se depositd en un vidrio reloj
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de 2cm de diametro, el cual se coloc6 bajo el micros-
copio Olympus (ZEISS), empleando aumentos de 20X
y 40X para chequear la infestacion de los huevos por
el hongo.

El disefio del experimento fue completamente
aleatorizado. Todos los datos se compararon a través de
un Analisis de Varianza Simple y la Prueba de Rangos
Muiltiples de Duncan (p = 0,05), usando el programa SAS
(7). Se tuvo en cuenta las cepas como variable indepen-
diente y se analizaron los indicadores bioquimicos en cada
tiempo y en el hospedante especifico.

RESULTADOSY DISCUSION

Las concentraciones de proteinas totales para las
tres cepas analizadas en el medio suplementado con
huevos de M. incognita aparecen en la Figura 1. Es
posible observar como a los tres dias, la cepa IMI SD
187 es la de mayor nivel de produccién de proteinas
con valores significativamente superiores respecto a
las otras cepas, que muestran niveles
estadisticamente similares para este indicador. Al
quinto dia y séptimo dia, la cepa 309 se separa del
comportamiento del resto, y alcanza niveles
significativamente superiores de sintesis de proteinas
al séptimo dia. En el séptimo dia es posible diferen-
ciar las tres cepas por sus niveles de sintesis, que
son estadisticamente diferentes y mayores en las
cepas provenientes del hospedante M. incognita, usa-
do en este experimento como agente inductor.
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FIGURA 1. Induccion de proteinas totales en cepas de
Pochonia chlamydosporia en medio basal suplementado
con huevos de Mel oidogyne incognita. / Induction of total
proteins by P. chlamydosporia strains in medium
supplemented with M. incognita eggs. Medias con letras
desiguales, difieren significativamente para (p £ 0,05).
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Enla Tabla 1 se observa el comportamiento de las
actividades enzimaticas para el medio suplementado
con huevos de M. incognita. La cepa 280 se caracte-
riz6 por presentar los mayores niveles de actividad de
proteasa al compararla con las otras cepas, durante
todo el tiempo analizado, aunque al tercer dia no pre-
senta diferencias significativas con el resto de las ce-
pas. Las cepas IMI SD 187 y 309 (provenientes de M.
incognita) presentaron valores inferiores, aunque no
difieren significativamente entre ellas.

Las actividades de quitinasas se mantienen con
valores similares para las cepas 280 y 309, mientras
la cepa IMI SD 187 alcanza los menores valores para
esta actividad enzimatica. Sin embargo, la cepa mas
productora de esterasas es la cepa IMI SD 187, aun-
gue sin diferencias significativas con las cepas res-
tantes, excepto al tercer dia, donde la produccion de
esta enzima es significativamente superior ala de la cepa
309. En las lipasas, no se observa ningln comporta-
miento notable que diferencie estadisticamente a las
cepas estudiadas, solo al quinto dia se destaca la cepa
309 con valores significativamente superiores a los mos-
trados por las otras dos cepas en estudio. Es de notar
gue la enzima VCPL1 fue sintetizada en mayores con-
centraciones por la cepa proveniente de nematodos
formadores de quistes (cepa 280). Las diferencias de
esta cepa con respecto a las otras se hicieron mas nota-
bles al quinto dia de analisis, donde alcanzé valores
significativamente superiores con diferencias significati-
vas respecto a los obtenidos por las cepas provenientes
de nematodos formadores de agallas.

Es posible que las diferencias en la composicion
y el grosor de las ldminas que forman la cubierta pro-
tectora de los huevos de M. incognita y de G. pallida,
traigan como consecuencia diferencias en los patro-
nes de sintesis de las enzimas necesarias para de-
gradarlas. Por eso, es de suponer que la cepa prove-
niente de G. pallida (un hospedante mas resistente)
(3), esté mejor adaptada para llegar al interior del hue-
vo y para esto debe contar con enzimas del mismo
tipo, pero méas especificas, potentes o nuevas
isoenzimas diferentes de aquellas con las que cuen-
tan las cepas provenientes de M. incognita, el cual
parece ser un hospedante mas susceptible al ataque
de Pochonia.

Cuando las cepas se incubaron en medio suple-
mentado con huevos del nematodo formador de quis-
tes, G. pallida, se encontro que practicamente en toda
la dindmica estudiada, los valores de proteinas tota-
les para la cepa 280, proveniente de este hospedante,
fueron significativamente mayores, al compararlos con
las otras cepas (Fig. 2) excepto a los siete dias, cuan-
do no difiere de la cepa IMI SD 187.
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TABLA 1. Induccién de proteasas, quitinasas, lipasas, esterasas y VCP1 en cepas de P. chlamydosporia en medio
basal suplementado con huevos de M. incognita./ Induction of proteases, chitinases, esterases, lipases and VCP1 by

P. chlamydosporia strains in medium supplemented with M. incognita eggs

Media de Actividad enzimética+DS

Proteasas Quitinasas Lipasas Esterasas VCP1
Dias Cepa UM/min./mL/ | p - nitrofenol/ | p - nitrofenol/ p - nitrofenol/ 1pmol de p—
pg proteina. min/mL/ug de min/mL/ug de min/mL/ug de nitroanilida/

proteina proteina proteina min/mL
280 1.046+0.055a 0.028+0.016a | 0.051+0.012a 0.096+0.040ab | 0.597+0.404a
3 309 0.359+0.203a 0.024+0.012a | 0.075+0.033a 0.024+0.012b 0.194+0.153b
IMI SD 187 | 0.405+0.159a 0.008+0.003b | 0.083+0.025a 0.204+0.057a 0.333+0.084a
280 1.612+0.647a 0.101+0.043a | 0.073+0.027b 0.164+0.130a 0.891+0.276a
5 309 0.227+0.094b 0.122+0.022a | 0.305+0.054a 0.161+0.056a 0.094+0.081b
IMI SD 187 | 0.374+0.189b 0.056+0.014b | 0.128+0.028b 0.226+0.047a 0.131+0.070b
280 1.664+0.269a 0.040+0.019a | 0.056+0.028a 0.032+0.022a 0.055+0.023a
7 309 0.788+0.178b 0.074+0.019a | 0.103+0.044a 0.068+0.018%a | 0.045+0.040a
IMI SD 187 | 0.588+0.292b 0.015+0.001b | 0.185+0.063a 0.085+0.034a 0.006+0.005b

Medias con letras desiguales, difieren significativamente para (p £ 0,05).
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FIGURA 2. Induccion de proteinas totales en cepas de P.
chlamydosporia en medio basal suplementado con huevos
de G. pallida./ Induction of total proteins by P.
chlamydosporia strainsin medium supplemented with G.
pallida eggs. Medias con letras desiguales, difieren
significativamente para (p £ 0,05).

Los mayores valores de proteinas totales se al-
canzaron a los tres dias de incubacion y disminuyen
en el tiempo a partir de este momento. Es posible que
para la cepa proveniente de este hospedante (cepa
280), los procesos bioguimicos relacionados con la
infeccion de los huevos se han desarrollado de ma-
nera mas rapida en las primeras horas de la inocula-
cion y ya a partir del tercer dia comienza a disminuir
la sintesis de proteinas. Para las otras cepas prove-
nientes de un hospedante diferente, que no mostra-
ron niveles semejantes de sintesis, pudiera significar

que los huevos de G. pallida son dificiles de penetrar
con sus enzimas y la sintesis también va en
decremento al no constituir un sustrato tan favorable
como los huevos de M. incognita.

Las actividades enzimaticas de proteasas y
VCP1 en este medio mostraron una tendencia
similar a la observada en las proteinas totales: ni-
veles maximos de ambas enzimas a los tres dias,
para luego ir disminuyendo en sus valores de acti-
vidad (Tabla 2). A los tres dias, la actividad proteasa
de la cepa 280 es significativamente superior a la
cepa 309 y estadisticamente similar a la cepa IMI
SD 187, mientras que para la enzima VCP1 alcan-
za valores estadisticamente superiores a los de
las cepas restantes. A los cinco dias no se encon-
traron diferencias estadisticas entre las tres ce-
pas. Sin embargo, las cepas IMI SD 187 y 309
mostraron mayores niveles de esterasas, especial-
mente al séptimo dia de la dindmica en compara-
cidn con la cepa 280, aunque solo la cepa 309
alcanzo valores estadisticamente diferentes. Es de
notar que de forma general, los valores de
proteasas alcanzados en este medio fueron infe-
riores a los alcanzados en el medio con huevos de
M. incognita. En este medio no hubo induccién de
quitinasas ni de lipasas.

Cuando las tres cepas se estudiaron en medio
basal (Tabla 3), los valores obtenidos tanto de
proteasas como de VCP1 fueron los mayores en com-
paracion con los obtenidos en los otros dos medios.
De igual manera, la cepa 280 exhibié los mayores
niveles para ambas enzimas.
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TABLA 2. Induccidn de proteasas, esterasas y VCP1 en cepas de P. chlamydosporia en medio basal suplementado con
huevos de G pallida./ Induction of proteases, esterases, and VCP1 by P. chlamydosporia strains in medium
supplemented with G. pallida eggs

Media de Actividad enzimatica+DS
Proteasas Esterasas VCP1
Dias Cepa pM/min./mL/ug proteina. p - nitrofenol/ 1umol de p—
min/mL/ug de proteina nitroanilida/min/mL
280 0.353+0.099a 0.056+0.028b 0.538+0.145a
3 309 0+0b 0.296+0.051a 0.045+0.026b
IMI SD 187 0.142+0.142ab 0.107+0.029b 0.105+0.011b
280 0.138+0.110a 0.057+0.023a 0.038+0.011a
S 309 0.168+0.116a 0.066+0.029a 0.024+0.003a
IMI SD 187 0.229+0.22a 0.126+0.046a 0.017+0.006a
280 0.102+0.102a 0.192+0.082b 0.086+0.059a
7 309 0+0b 0.616+0.100a 0.026+0.018a
IMI SD 187 0+0b 0.354+0.043ab 0.012+0.003a

Medias con letras desiguales, difieren significativamente (p £ 0,05).

TABLA 3. Induccidn de proteasas, quitinasas, esterasas, lipasas y VCP1 en cepas de P. chlamydosporia en medio
basal ./ Induction of proteases, chitinases, esterases, lipases and VCP1 by P. chlamydosporia strains in basal medium

Media de Actividad enzimética+DS
Proteasas Quitinasas Lipasas Esterasas VCP1
Dias Cepa UM/min./mL/ | p - nitrofenol/ p - nitrofenol/ p - nitrofenol/ 1pmol de p—
pg proteina. min/mL/ugde | min/mL/ugde | min/mL/ugde | nitroanilida/min/
proteina proteina proteina mL

280 8.740+2.493a 0.028+0.007a 0.008+0.007b 0.075+0.013b 2.856+0.384a

3 309 6.289+1.119ab | 0.052+0.012a 0.111+0.037a 0.068+0.012b 0.648+0.239%a
IMI SD 187 | 3.649+0.216b 0.096+0.037a 0.014+0.005b 0.205+0.012a 1.303+0.284a

280 12.25+3.463a 0.013+0.003b 0.016+0.004b 0.082+0.014a 2.507+0.809a

S 309 7.326+1.255a 0.038+0.005a 0.061+0.016a 0.057+0.012a 0.183+0.060a
IMI SD 187 | 9.552+1.653a 0.026+0.003ab | 0.052+0.032ab | 0.079+0.018a 0.259+0.023a

280 4.042+0.647b 0.019+0.003b 0.004+0.004b 0.053+0.013b 3.499+0.623a

7 309 6.411+0.643a 0.098+0.024a 0.048+0.037a 0.171+0.017a 1.287+0.136a
IMI SD 187 | 4.402+0.518b 0.042+0.003b 0.004+0.001b 0.158+0.010a 0.094+0.015a

Medias con letras desiguales, difieren significativamente para (p £ 0,05).

Por su parte, la cepa IMI SD 187 continda desta-
candose por poseer altos niveles de esterasas, con
relacién a las otras cepas.

hospedante originario, seguido del que contenia hue-
vos de M. incognita y por ultimo los valores obtenidos
en el medio basal. Para las cepas 309 y IMI SD 187
se mantuvo una tendencia similar: sus niveles de pro-
teinas totales fueron superiores en el medio suple-
mentado con huevos de Meloidogyne, seguidos del
medio con huevos de G. pallida y de los alcanzados
en medio basal. Este comportamiento pudiera estar
relacionado con el hospedante de procedencia de
las cepas y tal vez con la agresividad de las mismas.
Las lipasas, por su parte, no fueron un buen indicador
para diferenciar las cepas entre si por su comporta-
miento y en el resto de las enzimas tampoco se en-
contrd un patron especifico.

El medio suplementado con huevos de M.
incognita, fue mas favorable para la sintesis de
enzimas en las cepas provenientes de este
hospedante que el medio suplementado con huevos
de G. pallida, donde solo se produjo la induccién de
esterasas, VCPL1 y proteinas totales.

Es de destacar que el indicador proteinas totales
mostro resultados especialmente interesantes. Para
la cepa 280, los mayores valores de proteinas totales
se alcanzaron en el medio que contenia a su

Rev. Proteccion Veg. Vol. 24 No. 2 (2009)



Anteriormente, Segers (3) realizé un estudio de
induccion en la cepa 10 de P. chlamydosporia donde
utilizé huevos de M. incognita (0,125%) y huevos de
G. rostochiensis (0,1 y 0,5%). Cuando ambos
inductores fueron empleados en concentraciones si-
milares, no se encontré efecto inductor para los hue-
vos del nematodo formador de quistes. Solo se al-
canzaron valores medibles para este caso cuando se
emplearon las concentraciones mas altas (0,5%) y adn
asi, se encontraron los mayores valores de proteasas
en el medio con huevos de M. incognita como induc-
tor, lo cual coincide con los resultados obtenidos en
este trabajo.

Al analizar cada cepa en el medio inoculado con
huevos de su hospedante originario, se observa una
relacion entre el comportamiento de las enzimas es-
tudiadas y los pasos del mecanismo de infeccion de
los huevos por el ACB, especialmente en la cepa IMI
SD 187 (Fig. 3).

Actividades enziméaticas Cepa IMI SD 187 en
medio con huevos de M. incognita.
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FIGURA 3. Dinamicadelainduccion de enzimas rel acio-
nadas con el proceso de infeccién en medio suplementado
con huevosde M. incognita paralacepalMI SD 187./ Time
course of induction for the infection related enzymes in
medium supplemented with M. incognita eggs for IMI SD
187 strain.

En el tercer dia de incubacion, las proteasas co-
mienzan a declinar en sus valores. Esto se pudiera
asociar a que en ese momento la sintesis de estas
enzimas no es tan apremiante, pues ya se ha degra-
dado la capa mas externa de los huevos, la de natu-
raleza proteica, que precisamente sirve de sustrato a
la accion de estas enzimas. Ellas, con su accién, han
dejado al descubierto la capa siguiente, la de quitina.
Se observa entonces como del dia tercero al quinto
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hay un incremento en la sintesis de quitinasas y
lipasas, enzimas que seran necesarias para la degra-
dacidn de la tercera capa, la mas interna, constituida
por lipidos y proteinas. Las quitinasas disminuyen su
concentracion para el séptimo dia, donde las lipasas
contindan su accion y ademas se registra un nuevo
aumento de las proteasas, que deben actuar junto
con las lipasas para degradar la Ultima capa y el con-
tenido del huevo.

Es conocido que las cubiertas de los huevos de
nematodos formadores de agallas y de nematodos
formadores de quistes poseen la misma estructura
béasica. Sin embargo, se plantea que el grosor de las
tres ldminas que las componen, varia considerable-
mente entre los diferentes géneros de nematodos. La
cubierta de los huevos de Meloidogyne es general-
mente mas delgada que la de los géneros Heterodera
y Globodera y esto debe tenerse en cuenta al hablar
de la vulnerabilidad al ataque del ACB. Otro factor im-
portante es que los huevos de Meloidogyne son mas
susceptibles a la lisis enzimatica debido a que es de
esta forma que los juveniles escapan del huevo (8, 9).

Hasta el presente, los mecanismos que confieren
al hongo especificidad frente al nematodo hospedante
no estan claros. Diferentes autores encontraron a partir
del analisis de diferentes aislamientos por PCR-ERIC,
gue era posible agrupar los materiales estudiados de
acuerdo al hospedante, planteando que esto pudiera
indicar que hay elementos en la poblacion de P.
chlamydosporia que estan asociados con la infeccion
de un género particular de nematodos (10, 11, 12).
Morton et al. (9) encontraron polimorfismo en la com-
posicion aminoacidica de la VCP1, al comparar aisla-
mientos provenientes de diferentes hospedantes. Este
polimorfismo se ubica especificamente en la posicion
99 donde la glicina encontrada en las cepas prove-
nientes de nematodos formadores de agallas es sus-
tituida por una alanina en las cepas de nematodos
formadores de quistes y ocurre en la region de unién
al sustrato, lo que pudiera estar relacionado con un
efecto de impedimento estérico a la unién de la enzi-
ma con el sustrato. El autor concluye que si este
polimorfismo altera la union de la enzima a la prolina
(aminoacido que forma parte de la cubierta de los
huevos en casi un 30%), se veria afectado el proceso
de degradacion de la cubierta del nematodo y que la
existencia de especificidad por sustrato en la VCP1,
pudiera indicar que la estructura en las proteinas de
los huevos de los diferentes géneros de nematodos
es diferente, lo cual se relaciona con la expresion de
diferentes isoformas de VCP1 por diferentes cepas.

Aun cuando las cepas fueron enfrentadas a dife-
rentes hospedantes y ellas mismas mostraron dife-
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rente comportamiento, llama la atencién que todas
fueron capaces de infectar los huevos de ambos gé-
neros de nematodos, como se observa en las fotos
(Fig. 4). Las distintas cepas de P. chlamydosporia for-
man un enrejado de micelio alrededor de los huevos
del nematodo y hay producciéon de conidios y
clamidosporas. Esto Ultimo es otro aspecto interesante
de este estudio ya que se ha declarado que no hay
formacion de clamidosporas en medio liquido (13).
Sin embargo, se detectd la formacion de pequefias
“micelas” compuestas por micelio del hongo y los hue-
vos del nematodo atrapados en él, las que no fueron
observadas en los experimentos en los cuales fue
empleado el medio bésico con diferentes suplemen-
tos. Estas “micelas” fueron observadas a simple vista
y posteriormente bajo microscopio.

b) Aumento 20x

a) Aumento 20x

FIGURA 4. Huevos de Globodera pallida (vistasuperior)
y deMeloidogyneincognita (vistainferior) infectados con
P. chlamydosporia: a) Cepa 280, b) Cepa IMI SD 187./
Eggs of Globodera pallida eggs (top) and Meloidogyne
incognita (bottom) infected by P. chlamydosporia: a) strain
280, b) strain. IMI SD 187.

Por lo tanto, seria interesante tratar de encontrar
algin compuesto que simule la compaosicién quimica
de los huevos, especialmente alguna proteina que
pudiera ser empleada en la produccion masiva en
medio liquido, como inductor de la formacion de las
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clamidosporas necesarias para la aplicacién del hon-
go en campo. Esto indudablemente resulta beneficio-
so, pues el proceso de recuperacién de las
clamidosporas seria mas sencillo en un medio liquido
através de un proceso de filtracion, que como se hace
en la actualidad para la separacion de las esporas de
la fase sdlida.

Los resultados obtenidos en este trabajo confir-
man los obtenidos por otros autores que han mostra-
do un comportamiento diferencial de las cepas pro-
venientes de diferentes nematodos hospedantes.
Estos son los primeros estudios que se realizan de
esta naturaleza para una cepa de la variedad
catenulata en el mundo. Se muestra también por pri-
mera vez, que la cepa IMI SD 187 aut6ctona de Cuba
es capaz de infectar huevos de G. pallida, por lo cual
puede ser empleada también en el control de este
nematodo, teniendo como base una caracterizacion
del comportamiento enzimatico de esta cepa en pre-
sencia de los dos hospedantes estudiados.
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