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RESUMEN: Se evalu6 € efecto de la presencia de abono organico sobre la actividad de dos cepas
sdeccionadas de Pochonia chlamydosporia var. catenulata (Kamyschko ex Barron y Onions) Zare y Gams
(IMI SD 187 y CG1006) de Cuba y Brasil, respectivamente, frente a Meloidogyne enterolobii Yang y
Eisenback. El experimento se realiz6 en Embrapa-Cenargen, Brasilia-DF (Brasil) y se mantuvo en casa de
vegetacion durante los meses de febrero-abril de 2011. Se utilizé un suglo agricola y se combiné la presencia-
ausencia de abono orgénico (Bioplant) (1:1 v/v) con suelo natural (no esterilizado y esterilizado). Se prepararon
cuatro tratamientos con cada cepa donde se inocularon 5000 clamidosporas.g?! de sustrato y cuatro grupos
controles (sin Pochonia), en bolsas de palietileno con 4kg de sustrato, donde se trasplantd una postura de
achicoriay se afladieron 5000 juveniles/huevos de M. enterolobii. Se comprobo que € desarrollo saprofitico
de ambas cepas de P. chlamydosporia var. catenulata estuvo en d orden de 10%-10* UFC.g! en d sudo y
las raices. El porcentagje de colonizacion de masas de huevos y € parasitismo de huevos de la cepa CG1006
fue superior, con valores entre 77-92% y 71-83%, comparado a la IMI SD 187 que logré 58-89 y 37-74%,
respectivamente. Aun cuando ambos hongos no redujeron € indice de agallas de M. enterolobii, disminuy6 €
namero de huevos sanos, respecto al control. Los resultados indicaron que la presencia de abono organico no
influy6 significativamente en la actividad de la cepa nativa, pero si de la cepa foranea (IMI SD 187)
fundamentalmente en d suelo natural. Seratificala pertinencia de estudios en sudlos no esterilizados, al ofrecer
informacidn mas confiable en la sl eccion de cepas promisorias como agentes de control biolégico de nematodos
y su empleo dentro de estrategias de mango.

Palabras clave: hongos nematé6fagos, Nematodos formadores de agallas, control biol6gico, enmienda organica.

Effect of the presence of organic amendment on theactivity of Pochonia chlamydosporia
var. catenulata (Kamyschko ex Barron and Onions) Zare & Gamson Meloidogyne enterolobii
Yang y Eisenback

ABSTRACT: The effect of the presence of organic amendment on the activity of two selected strains of
Pochonia chlamydosporia var. catenulata (Kamyschko ex Barron and Onions) Zare & Gams on Meloidogyne
enterolobii Yang & Eisenback was evaluated. The fungal strains studied were IMID SD 187 from Cuba and
CG1006 from Brazil. The experiment was carried out in Embrapa-Cenargen, Brasilia-DF (Brazil), under
greenhouse conditions during February-April, 2011. An agricultural soil (sterilized and not sterilized) was used
and combined with the presence-absence of organic amendment (Bioplant) (1:1 v/v). Four treatments were
prepared inoculating polyethylene bags with 4kg of substrate with 5000 chlamydopores.g? of substrate of each
of the strains, leaving non-inoculated bags as controls. Then, a chicory plant was transplanted into each bag,
and 5000 juveniles/eggs of M. enterolobii were added. Colonization of both strains of P. chlamydosporia
var. catenulata was in the order of 10%-10* UFC,g? in the soil and roots. The percentages of egg mass
colonization and egg parasitism of the strain CG1006 were higher, between 77-92% and 71-78%, than those
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of IMI SD 187, which were 58-89% and 37-74%, respectively. Although the galling index of M. enterolobii
was not reduced by the effect of none of the fungi, the number of healthy egg was reduced compared with
the control.  The results indicated that the presence of organic amendment did not influence the activity of
the native strain significantly, but it did influence that of the foreign strain (IMI SD 187), fundamentally in
natural soil. Therefore, the pertinence of studies in non- sterilized soils was ratified for offering more rdiable
information for the selection of promising strains as biological control agents of nematodes and their use within

nematode management strategies.
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INTRODUCCION

Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare y Gams,
es un parasito facultativo de huevos de nematodos
formadores de quistes y agallas, con potencial como
agente de control biolégico (1, 2). Este hongo se aislo
en diferentes regionesy cultivos, parasitando de ma-
nera natural poblaciones de Meloidogyne Goeldi o en
estado saprdfito en suelo (3, 4, 5).

La relacion entre el crecimiento saprofiticoy la viru-
lencia de este hongo nematéfago es compleja. El cre-
cimiento extensivo en la rizosfera es esencial; sin
embargo, los aislamientos que solo proliferan en el suelo
no tienen efecto significativo en la reduccion de pobla-
ciones de nematodos (6). Por otra parte, resultados
obtenidos por Monfort et al. (7) y Podesta et al. (8),
indicaron que la microbiota natural influye en la prolife-
racién de P. chlamydosporia en el suelo y que este
seria mas receptivo para aislamientos nativos que para
aquellos que no lo son (7, 9).

En Brasil, recientemente se obtuvieron cepas nati-
vas de este hongo aisladas de huevos de Meloidogyne
enterolobii Yang y Eisenback (syn. jun. Meloidogyne
mayaguensis Rammah y Hirschmann), con perspecti-
vas para su uso como agentes de control bioldgico
(10); mientras que Cuba posee una cepa seleccionada
de Pochonia chlamydosporia var. catenulata
(Kamyschko ex Barron y Onions) Zare y Gams (IMI
SD 187) efectiva para el manejo de Meloidogyne spp.
(2,11 ,12), que se utiliza como ingrediente activo del
bioproducto KlamiC® (13).

El potencial de estas cepas como agentes de con-
trol bioldgico de M. enterolobii se evidencié en guaya-
ba (Psidium guajava L.) (14) y hortalizas (15); sin em-
bargo, esos estudios se realizaron utilizando suelo
estéril y elevado contenido de abono orgéanico.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la
presencia de abono organico en suelo esterilizado y
no esterilizado (natural) sobre la actividad saprofiticay
patogénica de dos cepas de P. chlamydosporia var.
catenulata frente a M. enterolobii.
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MATERIALESY METODOS

Se utilizaron dos cepas de P. chlamydosporia var.
catenulata: CG1006 (nativa de Brasil, aislada de hue-
vos de M. enterolobii) e IMI SD 187 (autéctona de Cuba
y obtenida de huevos de Meloidogyne incognita (Kofoid
y White) Chitwood.

El experimento se realiz6 durante dos meses (fe-
brero-abril/2011), a temperatura media de 21+3°C, en
condiciones semicontroladas de casa de vegetacion
en instalaciones de Embrapa-Recursos Genéticos y
Biotecnologia (CENARGEN), Brasilia-DF (Brasil). Se
utilizo suelo natural (Oxisol rojo), colectado en una re-
gion agricola de la ciudad de Gama-DF (Brasil). Pre-
viamente se descarto la presencia de cepas nativas de
P. chlamydosporia en el suelo, utilizando medio
semiselectivo (16) y de Meloidogyne spp. através de
plantas indicadoras (Solanum lycopersicum L. cv San-
ta Clara) (17).

Se establecieron 12 tratamientos de 8 réplicas cada
uno, con las cepas (CG1006 e IMI SD 187) o sin ellas
(grupos controles). Se utilizaron bolsas de polietileno
con 4kg de sustrato y se combind la presencia-ausen-
cia de abono orgéanico (Bioplant) (1:1 v/v) con suelo
natural (no esterilizado) y esterilizado (30 min./ 121°C
en autoclave) (Tabla 1).

En cada bolsa se trasplanté una plantula de 15 dias
de germinada de achicoria (Cichorium endivia L.) cv.
cichorium a raiz desnuda, las que se produjeron en
bandejas plasticas con suelo abonado (1:1 v/v) y es-
terilizado en autoclave.

Elinéculo fungico se obtuvo mediante fermentacion
en estado solido en bolsas con filtro (18). En los trata-
mientos con el hongo, al momento del trasplante, se
afiadio una suspensién de 5000 clamidosporas.g™* de
sustrato de cada cepa en 100mL de agua destilada
estéril alrededor de laraiz de cada planta. Las bolsas
se mantuvieron bajo sistema de riego en dias alternos.

Después de 10 dias se inocularon 5000 huevos de
M. enterolobii alrededor de la raiz de cada planta de



TABLA 1. Tratamientos utilizados en el experimento./
Experimental treatments.

\[o} Cepa Sueo Abp no
organico

1 IMI SD 187 Natural -

2 IMI SD 187 Esterilizado -

3 IMI SD 187 Natural 1:1 (viv)
4 IMI SD 187 Esterilizado 1:1 (viv)
5 CG1006 Natural -

6 CG1006 Esterilizado -

7 CG1006 Natural 1:1 (viv)
8 CG1006 Esterilizado 1:1 (viv)

9 - Natural -

10 |- Esterilizado -

11 | - Natural 1:1 (viv)
12 |- Esterilizado 1.1 (viv)

- Ausencia

achicoria. La suspension de huevos se obtuvo a partir
de una poblacién pura de M. enterolobii y la extraccion
se realizé con hipoclorito de sodio (1%), a partir de la
raiz de una planta de tomate infestada.

Alos dos meses, se removierony extrajeron las plan-
tas de achicoria de 4 bolsas de cada tratamiento. Las
raices se lavaron cuidadosamente con agua corriente
para retirar los restos de sustrato y se colocaron sobre
papel absorbente para eliminar el exceso de agua. In-
mediatamente se determind su masa fresca. Posterior-
mente, se evalué el indice de agallamiento mediante la
escala de 0-5 grados propuesta por Taylor y Sasser (19)
(0= sin agallas, 1=1-2, 2= 3-10, 3=11-30, 4= 31-100,
5= més de 100 agallas).

Para la extraccion de los huevos de M. enterolobii
las raices de cada planta se batieron en una solucién
de hipoclorito de sodio al 1%. Luego se lavaron con
agua a través de tamices de 20, 100 y 500 Mesh, se
colectaron en el tamiz mas pequefio y se obtuvo una
suspension en 100mL de agua (20). El conteo de hue-
vos por planta se realizé en camara de Peter utilizando
un microscopio éptico Zeiss (4X) y se determiné el
namero de huevos.g* de raiz.

Las réplicas restantes se utilizaron para determi-
nar la actividad saprofitica y parasitica de ambas ce-
pas. La colonizacion del hongo en el suelo y las raices
se determin6 mediante el método de dilucién y siem-
bra en medio semiselectivo (16). Para evaluar la colo-
nizacioén sobre las masas de huevos de M. enterolobii,
se extrajeron 50 masas de huevos de cada raiz con
ayuda de un estéreo microscopio, se lavaron tres ve-
ces con agua destilada estéril y se sembraron en dos
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placas Petri con Agar Agua con Antibiético (AAA) (Agar
Técnico: 15g.L?, Cloranfenicol: 50mg.L?, Tetraciclina:
50mg.L*y Sulfato de Estreptomicina: 50mg.L?) ara-
z6n de 10 masas de huevos por placa. Luego se incu-
baron durante 5 dias a 25°C. Con el resto de las ma-
sas de huevos se prepard una suspension de huevos
en 1mL de agua estéril y se sembraron 0,2mL en dos
placas con AAA donde se determind el porcentaje de
huevos parasitados a las 48h (16). Estos resultados
se utilizaron para estimar el nimero de huevos sanos.g*
en las raices, segun Sorribas et al. (18).

Los parametros evaluados se compararon median-
te un Analisis de Varianza Simple. La diferencia entre
las medias se determind a través de la prueba de ran-
go multiple de Duncan con un nivel de significacion
p<0.05, mediante el paquete estadistico InfoStat ver-
sion 1.1 (21).

RESULTADOS

A los dos meses, la colonizacién de ambas cepas
de P. chlamydosporia en el suelo estuvo en el orden de
10%-10* UFC.g*. La proliferacion de la cepa nativa
CG1006 en el suelo fue significativamente superior
comparado con la cepa foranea IMI SD 187, excepto
en el tratamiento con suelo esterilizado sin abono or-
génico, donde la cepa IMI SD 187 logro la mayor colo-
nizacion. En el suelo esterilizado la presencia de abo-
no organico favorecio la colonizacion de la cepa nativa
CG1006 y afecto la cepa IMI SD 187; mientras que en
el suelo natural la colonizacién de cada cepa de ma-
nera independiente, no mostré diferencias significati-
vas entre los tratamientos en presencia y ausencia de
abono organico (Figura 1).

La Figura 2 muestra que la colonizacion de ambas
cepas sobre las raices de achicoria estuvo en el orden
de 103-10* UFC.g* de raiz. La concentracion de CG1006
fue significativamente superior respecto a IMI SD 187
en cada uno de los tratamientos. Sin embargo, la pre-
sencia de abono organico afecto la colonizacion de
ambos hongos en las raices, excepto en los tratamien-
tos con la cepa IMI SD 187 en suelo natural donde no
hubo diferencias en la colonizacién tanto en presencia
como en ausencia de abono organico. EI comporta-
miento de esta cepa en la colonizacién de las raices
fue similar al que se observo en el suelo.

La colonizacion de ambas cepas de P.
chlamydosporia sobre las masas de huevos de M.
enterolobii estuvo entre 58-92%. Se comprobd que el
uso de abono orgénico (1:1 v/v) no tuvo un efecto
signifactivo, independientemente de que el suelo utili-
zado era natural o esterilizado (Figura 3).
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FIGURA 1. Concentracion de P. chlamydosporia var. catenulata en larizosfera de achicoriaalos 2 meses. (SE: Suelo
esterilizado, SN: suelo natural)./ Concentration of P. chlamydosporia var. catenulata in the rhizosphere of chicory plants

after two months. (SE: sterilized soil, SN: natural soil).
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FIGURA 2. Concentracion de P. chlamydosporia var. catenulata en laraiz de achicoriaal os 2 meses./ Concentration of P.
chlamydosporia var. catenulata in chicory plant roots after two months.

La actividad parasitica de CG1006 sobre los hue-
vos de M. enterolobii fue significativamente superior
(71-78%), respecto a IMI SD 187 (37-74%), excepto
en el tratamiento con suelo esterilizado sin abono or-
génico donde IMI SD 187 logré un alto porcentaje de
huevos parasitados. La presencia de abono organico
no afectd el parasitismo de huevos de M. enterolobii
de la cepa CG1006 pero si redujo el porcentaje de hue-
vOs parasitados por la cepa foranea IMI SD 187, inde-
pendientemente del suelo esterilizado o no (Figura 4).
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La poblacion de M. enterolobii en las plantas de
achicoria a los dos meses del cultivo, estimada a tra-
vésdel indice de agallas, fue alta entre 4,5-5 grados en
todos los tratamientos. No obstante, se comprobo que
en los tratamientos con ambas cepas hubo una reduc-
cion significativa del numero de huevos sanos, siendo
mayor con la cepa nativa CG1006 en suelo natural sin
materia organica. Sin embargo, las diferencias no fue-
ron significativas cuando se compararon los tratamien-
tos (suelo estéril o no estéril y presencia o0 no de mate-
ria organica), ni entre ambas cepas (Tabla 2).
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FIGURA 4. Porcentgje de huevosde M. enterolobii parasitados por P. chlamydosporia var. catenulata./ Parasitismof M.

enterolobii eggs by P. chlamydosporia var. catenulata.

DISCUSION

Los resultados confirmaron las potencialidades de
ambas cepas de P. chlamydosporia var. catenulata fren-
te a M. enterolobii, al colonizar la rizosfera de las plan-
tas infestadas y parasitar mas del 60% de los huevos
del nematodo; aunque el parasitismo de la cepa foranea
IMI SD 187 fue menor en presencia de abono orgénico.
Esta cepa logré una mayor colonizacion en el trata-
miento con suelo esterilizado sin abono organico. Es-
tos resultados pudieran estar relacionados con un in-

cremento de otros microrganismos presentes que po-
drian no ser compatibles con esta cepa o que liberen
compuestos con efecto fungistatico. Resultados infor-
mados por Podesté et al. (9) y Liu et al. (22), indicaron
gue el efecto antagonista de la comunidad microbiana
en suelo natural sobre el in6culo de hongos
nematéfagos puede afectar su actividad biologica. Por
otra parte, estudios sobre la colonizacién de P.
chlamydosporia y Paecilomyces lilacinus (Thom)
Samson, realizados por Monfort et al. (7), sefialaron
gue lainfluencia de la microbiota en la proliferacion de
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TABLA 2. Efecto de P. chlamydosporia var. catenulata
sobre M. enterolobii en plantas de achicoria./ Effect of P.
chlamydosporia on M. enterolobii in chicories plants.

Cantidad de huevos*
(No. Huevos.g™ raiz)

Tratamiento

Sin abono
organico

Abono or ganico
(1:1viv)

CG1006 (SE) 4117,9+362,8 abc | 1457,3+136,9 ab
CG1006 (SN) | 833,9+2195a 2602,3+537,2 ab
IMISD187 (SE) | 4772,9+616,6 abc | 3645,4+985,3 abc
IMISD187 (SN) | 7189,9+1904,8bc | 1731,6£347,4 a
Control (SE) 24663,6£38136 € | 9251,8+2439,9 cd
Control (SN) 6847,1+1892,2 bc | 13511,6+2894,2d

Letras digtintasindican diferencias significativas (p<=0,05)
entre | os tratamientos para cada parametro evaluado (filasy
columnas).

*Se excluyen los huevos parasitados por P. chlamydosporia en
los tratamientos. (9)

estos hongos en el suelo lo hace mas receptivo para
aislamientos nativos. Lo que sugiere que la cepa
CG1006 tendria mayor adaptacion comparada a la IMI
SD 187.

Sin embargo, a pesar de esta desventaja, la cepa
IMI SD 187 fue capaz de persistir en el suelo natural y
en las raices de achicoria en el orden de 10° UFC.g*
después de dos meses de aplicado y logré una coloni-
zacion superior al 58% sobre masas de huevos. Atkins
et al. (23) comprobaron que esta cepa puede ser muy
competitiva al ser inoculada, incluso, junto con una
cepa de P. chlamydosporia var. chlamydosporia de ori-
gen diferente. Otras cepas no nativas de P.
chlamydosporia mostraron dificultad al ser aisladas
nuevamente de la rizosfera después de la aplicacion y
necesitarian de multiples aplicaciones para lograr un
incremento en las poblaciones (9).

La presencia de abonos organicos puede influir en
la colonizacion de P. chlamydosporia; generalmente el
crecimiento se ve favorecido en suelos organicos (1).
Sin embargo, Puertas e Hidalgo (24) indicaron que este
hongo no requiere de elevadas proporciones de abo-
nos organicos para su establecimiento en el suelo y la
rizosfera. Por otra parte, Mauchline et al. (25) y Man-
zanilla et al. (26) sugirieron que fuentes de nutrientes
adicionales pudieran afectar su actividad parasitica.
Segun los resultados obtenidos, la adicion de abono
orgénico en proporcion (1:1 v/v) no tuvo un efecto ne-
gativo en el parasitismo de la cepa CG1006 sobre los
huevos de M. enterolobii, mientras que el parasitismo
de la cepa fordnea IMI SD 187 disminuy0 en los trata-
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mientos con suelo abonado. Esto podria estar relacio-
nado con una mayor preferencia de la cepa CG1006
por M. enterolobii, ya que fue aislada de esta especie.

La efectividad de P. chimaydosporia en la reduccion
de nematodos formadores de agallas se incrementa
cuando se combina con otras medidas de manejo, como
sugirieron Hidalgo y Kerry (27) y Carneiro et al. (14);
entre ellas las enmiendas organicas. Por tanto, se rati-
fica la pertinencia de estudios en suelos no esteriliza-
dos al ofrecer informacion mas confiable en la seleccién
de cepas promisorias como agentes de control biol6gi-
co de nematodosy en el uso adecuado de cepas selec-
cionadas dentro de estrategias de manejo de nematodos.
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