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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la posibilidad de combinar la aplicacion
del hongo Pochonia chlamydosporia y extractos vegetales para el manejo
integrado del Meloidogyne sp. en el cultivo de frijol. La poblacién de Meloidogyne
utilizada fue identificada como Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood.
Se seleccionaron, identificaron y colectaron 22 plantas con propiedades contra
nematodos de facil acceso en la region de estudio, las cuales se secaron a la
sombra y finalmente se pulverizaron para su almacenamiento. Se evalu6 a nivel
invernadero el efecto de cada polvo vegetal sobre la emergencia y vigor de plantas
de frijol para descartar posible fitotoxicidad. No se encontraron diferencias
estadisticas se descartd efecto fitotoxico. Se afiadié extracto vegetal de cada una
de las plantas en medio de cultivo para evaluar el desarrollo de Pochonia
chlamydosoria en presencia de éstos, se observdé que la produccion de
clamidosporas es estimulada, siendo Datura stramonium el tratamiento que
estimulé en mayor medida el desarrollo del hongo seguido de Chenopodium album
y Raphanus raphanistrum. Sélo los tratamientos con Calendula officinalis y
Chenopodium ambrosioides afectaron el desarrollo micelial. También se evalud en
laboratorio el efecto de extractos acuosos de cada una de las plantas sobre la
movilidad de juveniles de segundo estadio (J2). Los resultados mostraron :efecto
nematicida constante: Chenopodium ambrosioides, Ch. album, Thymus vulgaris,
Raphanus raphanistrum y Calendula oficinalis. Otro factor a medir fue la influencia
de extractos vegetales sobre el porcentaje de parasitismo de huevos del nematodo
por P. chlamydosporia;, el cual en medio sélido no se vio afectado con los
extractos de Ch. album, Nerium oleander y Tagetes lucida; en medio nutritivo
liqguido las plantas evaluadas lo disminuyeron y en suelo estéril el porcentaje de
parasitismo aumento. Finalmente, se probaron a nivel invernadero los tres mejores
tratamientos obtenidos en los ensayos anteriores, combinandolos con P.
chlamydosporia. El tratamiento combinado de Ch. album, R. raphanistrum y T.
vulgaris mas P. chlamydosporia tuvo el mismo efecto que el nematicida carbofuran

fueron los mejores tratamientos.
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ABSTRACT.

The aim of this work was to evaluate the possibility of combining the application of
the fungus Pochonia chlamydosporia and plant extracts for the integrated
management of Meloidogyne sp. in the production of beans. A population of
Meloidogyne was identified as Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood.
Was selected and identified 22 plants with antagonistic properties to nematodes
accessible in the study region, which were dried in the shade and then ground for
storage. Was evaluated the effect of each plant powder on the emergence and
vigour of bean plants to discard phytotoxicity. No statistical differences were found
between treatments, so it was discarded a phytotoxic effect. Aqueous plant
extracts were added to PDA media for evaluate the mycelial growth and
chlamydospore production of P. chlamydosporia. Results showed that in the
production of chlamydospores is stimulated when Datura stramonium was the best
treatment followed by Chenopodium album and Raphanus raphanistrum. None of
the extracts affected the mycelial development based on perennial patterns of
mature females. Also a bioassay was made in laboratory to know the effect of all
aqueous plant extract on M. incognita second-stage juveniles (J2). The results
showed constant nematicidal effect in: Chenopodium ambrosioides, Ch. album,
Thymus vulgaris, Calendula officinalis and Raphanus raphanistrum. Another factor
to be measured was the influence of plant extracts on nematode eggs parasitism
percent by P. chlamydosporia. In solid medium Ch. aloum Nerium oleander and
Tagetes lucida was not affected; in liquid medium all plants decreased and sterile
soil was increased this parameter. Finally three of the best treatments from
previous bioassays were combined with P. chlamydosporia in a glasshouse
experiment. Results showed that the mixture of Chenopodium album, Raphanus
raphanistrum, Thymus vulgaris and P. chlamydosporia. This treatment had the

same result as the nematicide carbofuran on reducing the gall index.
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1. INTRODUCCION
El nematodo agallador Meloidogyne spp (Goldi, 1887esta distribuido en todo el
mundo y cuenta con un amplio nimero de hospedantes (Moens et al., 2009).
Sasser y Carter (1985) estimaron que se pierde el 5% de la produccién agricola

global por este nematodo.

En México se distribuye en gran parte del territorio nacional (Cid del Prado et al.,
2001)En el estado de Morelos, la especie predominante es M. incognita en cultivo
de cacahuate (Arachis hypogaea), papaya (Carica papaya), sandia (Citrullus
lanatus), calabaza (Cucurbita pepo), jitomate (Lycopersicum esculentum), platano
(Musa sapientum), frijol (Phaseolus vulgaris) y tomate de cascara (Physalis
ixocarpa) ademas de M. arenaria en jitomate y cacahuate (Montes-Belmont,
2000).; Meloidogyne incognita se combate principalmente mediante la
desinfestacién del suelo y el uso de nematicidas (Santoro et al.,, 1998). Se ha
encontrado que con esta especie con la aplicacion de nematicidas en jitomate se
logran incrementos de hasta 13 toneladas por hectarea en campos altamente
infestados (Palacios y Sosa-Moss, 1970; Montes-Belmont, 2000). El género
Phaseolus es también uno de sus hospedantes provocando en este pérdidas

importantes por unidad de superficie (Lopez, 1990).

Para su control, de acuerdo a entrevistas directas a los productores en Morelos,
se recurre al uso de nematicidas quimicos (Flores-Camacho et al., 2008), sin
embargo, su costo es elevado y actualmente sujeto a restricciones de tipo

ambiental.

Por otro lado, dada la necesidad de atender los requisitos cada vez mas estrictos
sobre la inocuidad alimentaria por parte de los consumidores y exportadores, se
requiere implementar alternativas de control compatibles con el ambiente y la
sanidad del agroecosistema. Un ejemplo de este tipo de alternativas es el control

bioldgico,



Pochonia chlamydosporia [=Verticillium chlamydosporium (Goddard), Zare, Evans
& Gams], es un hongo nematoéfago, parasito facultativo de huevos de nematodos
y de otros invertebrados y un hongo que habita naturalmente en suelos

supresivos (Kerry, 1995).

Frans et al. (2001), evaluaron el potencial de P. chlamydosporia como agente de
control bioloégico bajo condiciones de invernadero en suelo infestado con
Meloidogyne arenaria, logrando reducir a partir de la tercera generacion la
poblacion de nematodos hasta en un 80%, posterior a la primera aplicacién del

hongo.

Otra de las alternativas para el control de nematodos es el uso de extractos
vegetales partiendo de que algunas plantas tienen propiedades antimicrobiales y
proporcionan una reduccion efectiva en las poblaciones de nematodos
fitoparasitos (Montes-Belmont y Flores-Moctezuma, 2011; Kokalis-Burelle vy
Rodriguez-Kabana, 2006) Teniendo informacion tanto del hongo Pochonia
chlamydosporia como de extractos vegetales para el control de Meloidogyne
incognita, en este trabajo se evalud la posibilidad de combinar ambas estrategias
de control para lograr su incorporacién en un manejo integrado en el cultivo de

frijol que ayude a combatir este nematodo.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. Cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

El frijol, pertenece a la familia de las Leguminosas o Fabaceas. La planta puede
llegar a medir de 50 a 70 cm de altura, cuenta con raices bien desarrolladas y una
principal pivotante, tallos delgados y débiles, cuadrangulares. Las semillas, son
reniformes oblongas a ovales o redondeadas, poco comprimidas, color rojo, amarillo,
café o negro. La temperatura ideal para el desarrollo de este cultivo oscila entre 10°C
y 27°C. La planta es muy susceptible a condiciones extremas; exceso o falta de
humedad, por tal razén debe sembrarse en suelos de textura ligera y bien drenados
(DGAPE y AS, 2009).

2.1.1 Produccion de frijol en México

El cultivo de frijol es de gran importancia en la economia rural. Es definido en la Ley
de Desarrollo Rural Sustentable (LDRS, 2001) como un producto basico y estratégico

para el desarrollo rural que se siembra en todas las regiones agricolas.

Es también uno de los granos basicos de gran importancia en la dieta de la poblacion
mexicana debido a sus cualidades nutritivas, diversidad de variedades,
distinguiéndose de otros cultivos por el contenido de proteina. En México existen
mas de 70 variedades de frijol, de las que se explotan alrededor de 20 mejoradas y
50 criollas; su clasificacion es basicamente por colores: blancos, amarillos, claros,

rosados, morados, negros y pintos (DGAPE y AS, 2009).

En el ciclo primavera-verano 2008 se sembraron en el pais alrededor de 1, 319,320
ha, siendo los principales estados con mayor superficie sembrada: Zacatecas,
Durango, San Luis Potosi, Chihuahua y Guanajuato, en orden descendente. Para el
ciclo otofio-invierno del mismo afio, se sembraron 259,461 ha. En ese mismo afio se
destaca a Sinaloa con una superficie de 95, 840 has, seguida de Nayarit, Chiapas,
Veracruz y Oaxaca (SIAP, 2008).



2.1.2 Problemas fitosanitarios del cultivo de frijol

El cultivo de frijol puede ser atacado por un complejo de insectos; sin embargo, los
gue ocasionan mayores dafos son: la conchuela del frijol (Epilachna varivestis
Mulsant), minador de la hoja (Xenochalepus signaticollis Baly) y gusano del fruto
(Heliothis zea Fabr.) (Cardona et al., 1982). También son importantes las
enfermedades como la antracnosis [Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. &
Magnus) Briosi & Cavara 1889], la roya del frijol [Uromyces appendiculatus var.
appendiculatus (Pers.) Unger] y las pudriciones de la raiz causadas por Rhizoctonia
solani Kuhn, Fusarium solani (Mart.) Sacc. 1881 y F. oxysporum Schlttdl. 1824 (Mena
y Velazquez, 2010); sin embargo, se han detectado cada vez con mayor frecuencia
plantas enfermas con sintomas caracteristicos de ataque por nematodos (Varén de
Agudelo et al., 1982).

Se ha reportado también la diseminacion de los nematodos Nacobbus aberrans
(Thorne) Thorne y Allen, y Meloidogyne spp. en diversos estados de la republica
(Velasquez, 2001) provocando pérdidas que van de un 18 a 36% en la produccion
(Martinez-Fuentes et al., 2010).

2.1.3 Enfermedades del frijol ocasionadas por nematodos.

En la literatura se han descrito diferentes géneros de nematodos que atacan al frijol,
entre ellos: Trichodorus Cobb 1913, Pratylenchus Filipjev, 1936, Belonolaimus
Steiner, 1949, Heterodera Schmidt, 1871, Ditylenchus Filipjev, 1936 y Meloidogyne
(Cardona et al., 1982).

Se ha reportado la presencia del nematodo foliar Aphelenchoides besseyi Christie
como causante de manchas necréticas en la hoja del frijol, principalmente en areas
de alta humedad y zonas de la planta abrigadas por la sombra de la hojas superiores

0 malezas (Salas y Vargas, 1984).

Las especies del género Pratylenchus asociadas al frijol son: P. brachyurus, P.
penetrans (Cobb, 1917) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941 ademas de P.
scribneri Steiner 1943. Por el tipo de dafio que presentan las plantas afectadas,

reciben el nombre de nematodos de lesiones radicales. Los nematodos de este



género causan lesiones de color café o negro al alimentarse de los tejidos
epidérmicos y corticales de las raices jovenes, las cuales posteriormente pueden ser

facilmente atacadas por otros patégenos (Varon de Agudelo et al., 1982).

En el afio 1991 se reportd la presencia del nematodo ‘falso nodulador’ Nacobbus
aberrans afectando al cultivo de frijol (cv. criollo flor de mayo) bajo condiciones de
riego en el estado de Zacatecas (Velazquez y Gonzalez, 1991). Durante los afios de
1998 al 2000 se realizaron diversos recorridos en los estados de San Luis Potosi,
Aguascalientes y Zacatecas tanto en zonas de riego como de temporal en donde se
confirmd su presencia (Velasquez, 2001). Este nematodo provoca dafios a la planta
al provocar la aparicion de agallas en forma de rosario en la raiz del cultivo. También
se reportaron la introduccion y establecimiento de N. aberrans (poblacién Chapingo
en el Estado de México en los cultivares de frijol azufrado, canario, flor de mayo,
negro ejotero, negro Jamapa y negro Querétaro (Martinez-Fuentes et al., 2010). Las
pérdidas a la produccion en frijol ascienden a un 36% (Manzanilla-Lépez et al.,
2002).

2.2 Meloidogyne spp.

Este género y sus especies es cosmopolita y parasito de muchas especies de
plantas; tiene un rapido desarrollo y reproduccién durante el ciclo del cultivo, lo que lo
hace un nematodo que provoca graves dafos. La hembra al alimentarse induce
deformaciones tipicas en la raiz llamadas agallas o nédulos debido a la modificacién
y crecimiento anormal de las células radicales (células gigantes), provocando
diferentes grados de retraso en el crecimiento, perdida del vigor de la planta, ademas
el tejido infectado es mas susceptible de infeccion por otros patégenos (Perry et al.,
20009).

2.2.1 Biologiay distribucion.

El nematodo agallador Meloidogyne spp. esta distribuido en todo el mundo, aunque

ocurre con mayor frecuencia y abundancia en regiones con clima calido y térrido e



inviernos cortos y moderados. Con respecto a sus requerimientos climaticos estos
nematodos pueden ser agrupados en dos grupos: termdofilos y cridfilos dependiendo
de su capacidad para sobrevivir y desarrollarse, considerando su temperatura basal
de 10°C y a partir de la cual pueden completar su ciclo biolégico (Lyons et al., 1975).
Meloidogyne hapla es cridfila y tiene la capacidad de sobrevivir a temperaturas por
debajo a los 10°C, a diferencia de M. arenaria y M. javanica que son termdfilas y no
sobreviven a temperaturas por debajo de los 10°C ademas de ser especies cuya
eclosion es determinada principalmente por la temperatura (Curtis et al., 2009).

La mayoria de los trabajos del género Meloidogyne se centra en cuatro especies,
tres que son consideradas de clima tropical: M. arenaria, M. incognita, y M. javanica y
una cuarta, M. hapla, de clima templado. La gran gama de hospederos de cada una
de las especies y su amplia distribucion contribuyen al reconocimiento de su

importancia (Moens et al., 2009).

Diversas familias vegetales albergan a este nematodo, algunas ademéas de ser
parasitadas por diferentes especies de Meloidogyne son plantas de gran importancia
agricola tales como: solanaceas, cucurbitaceas y leguminosas entre otras (Montes-
Belmont, 2000). El género Phaseolus esta reportado como un cultivo en el que
Meloidogyne provoca bajos rendimientos por unidad de superficie (Lopez, 1990).

En México, Meloidogyne spp. se distribuye en gran parte del territorio nacional (Cid
del Prado et al., 2001), debido a su amplio rango de hospedantes y a la diversidad de
cultivos en nuestro pais. Las principales especies que atacan a cultivos y algunas
malezas en el territorio nacional son: M. hapla, presente en el Distrito Federal, y los
estados de México, Guerrero, Guanajuato, Jalisco, Ledn, Nayarit Puebla y Zacatecas
en cultivos como cresta de gallo (Celosia argentea L.), crisantemo (Chrysanthemum
morifolium Hemsl), chinito (Impatiens balasamina L.), epazote (Chenopodium
ambrosioides L.), fresa (Fragraria spp.), jitomate (S. esculentum), lechuga (Lactuca
sativa L.), papa (Solanum tuberosum L.), pino (Pinus hartwegii Lindt), tabaco
(Nicotiana tabacum L.) y zanahoria (Daucus carota L.); M. incognita en los estados
de Baja California Norte, Colima, Chiapas, Durango, Estado de México, Guerrero,
Michoacéan, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas, Tlaxcala y



Veracruz en cultivos como algodon (Gosssypium hirsutum L.), cacahuate (Arachis
hipogea L.), cafeto (Coffea arabica L.), calabaza (Cucurbita pepo), chayote (Sechium
edule (Lacq) Swl), chile (Capsicum annuum L.), frijol (Phaseolus vulgaris), garbanzo
(Cicer arietinum L.), jitomate (Lycopersicum esculentum), maiz (Zea mays L.), melon
(Cucumis melo L.), papa (S. tuberosum L.), papaya (Carica papaya L.), pepino
(Cucumis sativus L.), platano (Musa spp.), sandia (Citrullus vulgaris Schard), tabaco
(N. tabacum L.), tomate de cascara (Physalis spp.),vid (Vitis vinifera) y violeta
africana (Saintpaulia spp.). Otra especie importante en nuestro pais es M. javanica
en el Estado de México, Colima, Morelos, Nayarit Tlaxcala y Veracruz, en cultivos
como cacahuate (A. hipogea), cafeto (C. arabica), clavel (Dianthus caryophillus L.),
jitomate (S. esculentum L.), tabaco (N. tabacum) y yerbabuena (Mentha spicata L.)
(Montes-Belmont, 2000).

Es importante destacar para fines de este trabajo que Meloidogyne spp. ha sido
registrado en los Municipios de Atlatlahucan 18° 56’ lat. N y 98° 54’ long. O,
Tlayacapan 18° 57' lat N 98° 59' long O, Totolapan 18°58' lat N 98°55' long O y
Yecapixtla 18° 53" lat N 98° 52" lat O, del estado de Morelos, en los que se localizé
en cultivo de jitomate (S. esculentum), aunque no son los Unicos municipios del

estado en los que se presenta este patdgeno.
2.2.2 Importancia econGmica

Los dafios y pérdidas ocasionados por Meloidogyne spp., al igual que la mayoria de
los nematodo fitoparasitos se incrementa en regiones con clima tropical debido a que
se incrementa la diversidad de los patdgenos; las condiciones para la colonizacion,
desarrollo, reproduccion y dispersion se ven favorecidas, ademas la falta de recursos
humanos y financieros para el manejo de los cultivos incrementa el problema (De
Weale y Elsen, 2007 en Moens et al., 2009).

La severidad de los dafos por este nematodo pueden variar con su especificidad

hospedatoria, la rotacion de los cultivos y el tipo de suelo (Moens et al., 2009).

Asi también el umbral econémico depende de los factores antes mencionados. El

umbral econémico ha sido determinado en algunos cultivos y puede variar desde



aproximadamente 0.5-2 juveniles de segundo estadio g™ de suelo o 1000 individuos
por 500 cm?® (Greco y Di Vito, 2009).

Ademés de los costos directos provocados por el nematodo hay que considerar
aguéllos por el estatus de organismo cuarentenado de algunas especies de

Meloidogyne en algunas regiones del mundo (Moens et al., 2009).
2.3 Hongos nematofagos

Se conocen alrededor de 170 especies en grupos taxonomicos muy diversos de
hongos nematdfagos llamados asi por su capacidad de matar y consumir a
nematodos mediante diferentes mecanismos ya sea como predadores, parasitoides

de nematodos vermiformes o bien parasitando quistes o huevos (Hans-Borje, 1985).

Los hongos predadores atrapan a sus presas por medio de estructuras adhesivas
(Arthrobotris  olygospora Fresenius), ramificaciones adhesivas del micelio
(Monacrosporium cionopagum (Drechsler) Subram. 1964), anillos constrictivos
(Dactylaria brochopaga Dreschler, A. anchonia Drechsler) y no constrictivos (Dactylaria
candida (Nees) Sacc. 1886) (Barron, 1977). Todos estos organismos son saprofitos
gue tienen la capacidad de alimentarse de nematodos y utilizarlos como una fuente
adicional de energia, encontrandose mas de un tipo de estas estructuras en

diferentes especies de un mismo género.

Los nematodos que son presa de este grupo de hongos suelen quedar adheridos al
micelio o estructura especializada segun sea el caso, para posteriormente penetrar
sus hifas por su cuticula hasta la cavidad corporal y formar un bulbo infectivo que
sirve para absorber el contenido corporal. EI nematodo muere y de su cadaver

emergen hifas que esporulan o produciran estructuras especializadas.

La sustancia adhesiva en conidias y otras estructuras involucradas en el proceso de
infeccion del nematodo esta constituida por compuestos del tipo lecitina que se
adhiere con sacaridos especificos a la cuticula del nematodos; suele permanecer

libre de particulas de suelo y materia organica (Barron, 1977).



Respecto a los organismos endoparasitos o parasitos de huevos y quistes, éstos
dependen de los nematodos como principal fuente alimenticia y su densidad
poblacional en el suelo estad fuertemente ligada a la densidad poblacional de los

nematodos (Deacon, 1997).

Los hongos endoparasitos no desarrollan micelio en forma extensiva fuera del
huésped, presentan estados de resistencia cuya funcion es la diseminacion y la
supervivencia bajo condiciones adversas, un ejemplo es Catenaria anguillulae
Sorokin, en el cual las esporas flageladas se mueven siguiendo un gradiente quimico

originado por las secreciones del nematodo.

Otro grupo de hongos lo conforman aquellos que presentan conidias adhesivas como
es el caso de Meritacrum spp., Meria spp., Cephalosporium spp., y Pochonia spp.,
siendo este ultimo uno de los hongos que han mostrado facilidad para cultivarse en

laboratorio (Deacon, 1997).

2.4 Pochonia chlamydosporia var. chlamydosporia (Goddard) Zare y Gams
2001.

Pochonia chlamydosporia es clasificado en la Division Ascomycota, Clase
Sordariomycetes, Orden Hypocreales, Familia Clavicipitaceae y su teleomorfo esta
en el género Cordyceps, especie Cordyceps chlamydosporia .

Es un hongo saprofito, parasito facultativo de huevos de nematodos, por lo que se
considera un agente potencial en el control bioldégico de nematodos formadores de

agallas (Hernandez e Hidalgo-Diaz, 2008).

Pochonia es un género muy heterogéneo ya que se constituye de especies con
habitos saprofiticos, fitdfagos, entoméfagos, nematéfagos y algunas especies que se
alimentan de rotiferos, moluscos e inclusive de otros hongos. Zare y Gams en el afio
2001 realizaron un estudio minucioso usando métodos clasicos y moleculares para
agrupar a los organismos ubicados en este género en grupos mas naturales. El
estudio consistié en identificar agrupaciones o clados: el primero constituido por

especies de habitos fitoparasitos y saprofiticos con la capacidad de formar


http://en.wikipedia.org/wiki/Metacordyceps

conidiéforos erectos; el segundo grupo se compone de especies formadoras de
colonias con micelio de color claro y de apariencia algodonosa, sin presencia de
clamidosporas y de hébitos entomofagos; el tercer grupo fue constituido por especies
de habito saprofito y conidios adhesivos con capacidad de parasitar nematodos; por
altimo, el cuarto grupo fue definido por organismos saprofitos capaces de colonizar

huevos y quistes de nematodos.

Basados en este estudio Zare y Gams (2001), propusieron nuevos géneros y
retomaron otros que ya estaban en desuso, entre ellos Pochonia, un género
conformado por parasitos de huevos y quistes de nematodos, con capacidad para

formar clamidosporas tipicas, de pared engrosada.

Los grupos sefialados anteriormente, se sometieron a un andlisis de cadenas cortas
y largas del ADN, definiendo cuatro categorias fundamentales: en el Grupo A,
especies de habitos saprofitos y saprofitos que forman conidiéforos erectos; el Grupo
B, con especies que forman colonias de color claro y apariencia algodonosa sin
presencia de clamidosporas, de habitos entomoéfagos y fungicolas, el Grupo C
abarca saprofitos con conidios adhesivos que pueden ser endoparasitos de
nematodos; y finalmente el Grupo D en el cual se reunieron organismos saprofitos

capaces de colonizar huevos y quistes de nematodos.

Se considerd entonces por primera vez a P. chlamydosporia Goddard (= Verticilium
chlamydosporium) como parasito de quistes de nematodos después de aislar al
hongo de huevos de Heterodera schachtii Schmidt (Frans et al., 2001) y H. avenae
Woll (Kerry, 1995, citado por Frans et al., 2001).

La especie Pochonia chlamydosporia actualmente se divide al menos en dos
variedades: P. chlamydosporia var. chlamydosporia y P. chlamydosporia var.
catenulata cuya principal diferencia consiste en los conidios, ya que esta ultima
variedad forma pequefias cadenas de conidios en la separacion de las fidlides a
diferencia de la variedad chlamydosporia en la cual sus grupos de esporas forman

cabezuelas (Zare y Gams, 2001).
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En medio de cultivo las colonias de P. chlamydosporia, generalmente alcanzan un
diametro de 15 a 40 cm en 10 dias; se caracterizan también porque toman una

coloracion amarillenta cuando hay aparicion de clamidosporas (Zare y Gams, 2001).

Las clamidosporas facilitan la vida del hongo cuando las poblaciones del nematodo
son escasas, estas aseguran su permanencia en el suelo. Es por eso que este
fendbmeno permite prolongar la vida del hongo en el suelo y facilita en el momento
adecuado el parasitismo de los huevos del nematodo ademas de que no se afecta el
desarrollo de las plantas. La extension debida al crecimiento de las hifas es muy
limitado, el mayor crecimiento ocurre en la rizésfera, su establecimiento en el suelo
se facilita cuando el hongo se adiciona en forma de clamidosporas (De Leij y Kerry,
1991; Bourne et al., 1994).

Sus conidioforos generalmente son postrados, es decir, el conidiéforo es un tanto
débil y solo erguido en el extremo, ademas es poco diferenciado del micelio, portan
de 2 a 3 fialides por nddulo en verticilo, aunque en ocasiones son sencillos. Los
conidios son hialinos o de color brillante, unicelulares y crecen en cabezuelas
cubiertas de una sustancia adhesiva, pueden agruparse en cabezuelas o cadenas,
de subglobosas a elipsoidales, isodiamétricas o falcadas; producen
dictioclamidosporas en el micelio aéreo (Zare y Gams, 2001).

El establecimiento del hongo en el suelo se facilita cuando se adiciona al suelo en
forma de clamidosporas, ya que éstas tienen la cualidad de colonizar la rizosfera sin
intervenir de forma negativa o afectar el desarrollo de la planta, esto permite
prolongar la vida del hongo en el suelo y por tanto facilitar el parasitismo de

agalladores y formadores de quistes (Bourne et al., 1994).

Durante el proceso de infeccibn P. chlamydosporia penetra la membrana de la
superficie del huevo llamada corion, mediante la utilizacion de estructuras
especializadas (apresorios), llevandose a cabo la desintegracion de la capa vitelina
del corion a consecuencia de la disolucion enzimética, aunque no total de la quitina y
algunos lipidos que conforman las distintas capas de la cascara del huevo del

nematodo.
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Estudios realizados con microscopia electrénica mostraron el desarrollo de un
apresorio el cual ayuda a facilitar la penetracion del corion del huevo y da origen al
bulbo de infeccion que da lugar a la formacion de las redes de micelio que colonizan
el huevo (Kerry y Bourne, 1996).

2.4.1 Uso de P. chlamydosporia para control de nematodos agalladores

Pochonia chlamydosporia es generalmente un parasito facultativo de nematodos en
estadios sedentarios, esta asociado a suelos supresivos a nematodos como un
control natural de nematodos formadores de quistes y agalladores, por tanto es
considerado como un agente potencial de control biolégico aplicable a suelos

infestados con nematodos.

Las estrategias de biocontrol incluyen la incorporacion de P. chlamydosporia con
otras acciones de control cultural que permitan reducir la dependencia de
nematicidas para el desarrollo del cultivo. Bourne et al. (1994), realizaron pruebas
con aislamientos obtenidos de suelo infestado por Meloidogyne spp. y Heterodera
spp., con el fin de determinar la capacidad de cada uno para colonizar la rizosfera en
condiciones estériles y su habilidad parasitica en suelo no infestado. Sus resultados
mostraron que entre aislamientos puede presentarse una gran variabilidad ya que un
aislamiento, bajo condiciones estériles, no necesariamente se comporta igual en
suelo infestado y no estéril; esto puede deberse a una débil capacidad del hongo
para competir con el resto de la biota en el suelo. En sus bioensayos, el control de
nematodos resulté mas efectivo cuando las masas de huevos de Meloidogyne spp.
se encontraban expuestas en la superficie de la raiz o embebidas en agallas
pequefas, asi que como cuando el parasitismo se daba en etapas tempranas del

desarrollo del huevo.

Cualquier aislamiento de Pochonia chlamydosporia, para ser considerado como un
agente potencial de control biolégico de nematodos fitopatdgenos de importancia
agricola, debe reunir una serie de requisitos los cuales permiten seleccionar o
discriminar entre aquellos poco efectivos y aquellos aislamientos que potencialmente

pueden explotarse a mayor escala y de manera comercial. Las cinco etapas
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mediante las cuales se selecciona a un aislamiento de Pochonia chlamydosporia

antes de su uso a mayor escala se sefialan a continuacion (Bourne et al., 1994).

1.

Colecta de aislamientos. Consiste en la extraccion del hongo, éste puede
provenir del suelo o de huevos del nematodo, posteriormente se debe cultivar
libre de cualquier organismo contaminante.

Evaluaciones en laboratorio. En este nivel se debe determinar el potencial de
control biol6gico de cada aislamiento. En esta etapa se realizan pruebas de
colonizacion de raices, parasitismo en huevos y la capacidad de producir
clamidosporas en el sustrato de crecimiento seleccionado.

Determinacién de las condiciones Optimas para la produccion masiva de
clamidosporas, para lograrlo se pueden realizar pruebas de produccién masiva
en diferentes sustratos bajo condiciones estériles.

Evaluacion de los aislamientos bajo condiciones de invernadero y determinacion
de los factores que pudieran limitar su eficiencia en el control de nematodos. Los
aislamientos son probados en el invernadero en diversas plantas con diferentes
grados de infestacion asi como del hongo, todo bajo condiciones no estériles, lo
mas cercano a las condiciones que hay en campo.

Evaluacion de la eficiencia de los aislamientos en campo. Se aplican los
tratamientos con la dosis, aislamientos efectivos, etc., con mejores resultados en
la etapa de invernadero, para que, combinadas con otras estrategias se
constituya un manejo integral del patosistema. Bajo estas condiciones son
importantes los monitoreos del hongo a los intervalos de tiempo previamente

establecidos.

Considerando la informacion anterior, a finales de los afilos noventa se inici6 la

busqueda de aislamientos nativos del hongo en México para evaluar su potencial

parasitico contra Nacobbus aberrans y subsecuentemente de otros nematodos

agalladores (Flores-Camacho et al., 2001), logrando la obtencion de cinco cepas con

alto potencial de control biolégico.

Posteriormente Franco-Navarro et al. (2009) detectaron la presencia de aislamientos

nativos de P. chlamydosporia en ambientes naturales: bosque natural, bosque

secundario, pastizal y maizal, todos ellos dentro de la Reserva de La Biosfera “Los
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Tuxtlas” (Veracruz, México); ademas se registré por primera vez la presencia de P. c.
var. catenulata en México. En 19 de los aislamientos se obtuvieron porcentajes de
parasitismo de huevos de Nacobbus aberrans superiores al 70%, asi como la

colonizacion de raiz en maiz superior al 75%.

En el presente trabajo nos refereriremos a la variedad Pochonia chlamydosporia var.
chlamydosporia como P. c¢. var chlamydosporia o0 simplemente como P.
chlamydosporia.

2.4.2 P.c.var.chlamydosporia para el control de Meloidogyne spp.

En 1996, Kerry y Bourne estudiaron la biologia y ecologia del hongo, determinando la
importancia de la interaccion del hongo con la planta de tomate parasitada por el
nematodo Meloidogyne incognita en una interaccion tritréfica (i.e., planta-nematodo-

hongo) para una eficiente explotacion del hongo como agente de control bioldgico.

En el afio 2000, Hidalgo-Diaz et al., aislaron al hongo a partir de suelo proveniente
de plantaciones de café. Durante el proceso de seleccion, plantas de jitomate fueron
infectadas en invernadero para la seleccién de aislamientos. Los aislamientos se
clasificaron por diferencias morfologicas, agrupandolos por variedades: V.
chlamydosporium var. chlamydosporia, V. c. var. catenulatum, V. c. var. psalliotae, V.
suchlasporium y un aislamiento de V. chlamydosporium var. chlamydosporium con
un largo inusual de la dictioclamidosporas, siendo los aislamientos de V.
chlamydosporium var. catenulata los que produjeron las cifras mas altas en cuanto a
parasitismo de huevos de Meloidogyne spp., colonizacion de raices y produccién de

clamidosporas.

En el afio de 2001, Frans y coautores, evaluaron el potencial como agente de control
biol6gico de tres aislamientos de P. chlamydosporia en cultivo de jitomate bajo
condiciones de invernadero y suelo infestado con Meloidogyne arenaria. El trabajo
efectuado en las provincias Ciudad de La Habana y La Habana, en la que se
presentan importantes pérdidas por Meloidogyne sp.. El hongo, ya como un producto
producido de forma masiva, se aplicé en areas afectadas mezclandolo en proporcion

1:10 partes (peso: peso) con humus de lombriz producido a partir de estiércol
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vacuno, dentro de una secuencia de rotacién de cultivos (habichuela — acelga —
tomate). Al terminar el ciclo del cultivo del jitomate. Seis meses después de la
aplicacion se obtuvo un 70% de colonizacion de masas de huevos presentes en las
raices; ademas se logré reducir las poblacion de juveniles de segundo estadio (J2)
de los nematodos (Meloidogyne incognita) en el suelo de forma significativa con un
68% en el primer ciclo y un 84% en el segundo ciclo del cultivo (Hernandez e
Hidalgo-Diaz, 2008).

2.5 Extractos vegetales para el control de nematodos

2.5.1 Coevolucidon planta-nematodo

De acuerdo a evidencias paleontoldgicas tanto las plantas vasculares como los
nematodos tienen centenas de millones de afos existiendo en nuestro planeta
(Poinar et al.,, 1994; Ayala, 2006), por lo que la evolucién paralela de estos

organismos data desde entonces.

Hoy sabemos que con la aparicion la agricultura y monocultivos se ha favorecido que
algunos organismos adquieran caracteres epidémicos, incluyendo algunos
nematodos, los cuales hemos tratado de regular con diversos métodos de control,
Los nematodos fitopatbgenos han desarrollado a lo largo de su historia diversos
mecanismos de co-adaptacion y co-evolucidon con sus hospedantes.

Por otra parte, han desarrollado mecanismos bioquimicos de defensa (Nelson, 1979).
A través de su proceso co-evolutivo las interacciones bioquimicas planta-nematodo
han llevado a una alta diversidad de compuestos aleloquimicos que tienen todo tipo
de efectos: estimulantes o inhibidores de la oviposicion, repelentes, atrayentes,

nematicidas y/o nematostaticos.
2.5.2 Efecto de los metabolitos de las plantas sobre los nematodos

En cuanto a plantas con propiedades antimicrobianas, en la base de datos de Duke
(2008) se menciona la estructura quimica de 2,396 especies de plantas, de las
cuales 833 actuan contra nematodos que representan un 33% del total de plantas
estudiadas. Segun Duke (2008), las plantas antagonicas a los nematodos hasta
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ahora conocidas, se encuentran agrupadas dentro de 25 familias de plantas

superiores y también hay informacion sobre algas marinas (Chitwood, 2002).

Actualmente se sabe que las plantas estan constituidas por diversos compuestos que
bien pueden actuar de forma estimulante o antagonista con los nematodos y que
diversos extractos de diferentes plantas con propiedades antihelminticas o
antimicrobianas son efectivos en la reduccién de la poblacion de nematodos

fitoparasitos (Ferris y Zheng, 1999).

Es asi como las plantas al ser atacadas por patdgenos despliegan diferentes
estrategias y mecanismos de defensa que pueden ser constitutivas (histolégicas o
guimicas) o inducidas por factores externos (Verpoorte, 2000). Las constitutivas
incluyen barreras fisicas, procesos de lignificacion, suberizacion y formacion de
calosas; también la formacion de metabolitos secundarios con propiedades
antimicrobianas como parte de la estructura de los tejidos. La defensas inducidas son
un sistema complejo que parte desde una sefial quimica o elicitor que desencadena
la produccion de enzimas del metabolismo secundario cuyo resultado final seria la
sintesis de compuestos antimicrobianos, los cuales, afectan, ademas de a los
patdégenos, a los consumidores de las plantas y a sus enemigos naturales (Krischik y
Denno, 1983; Langenheim, 1994).

Desde el punto de vista estructural los aleloquimicos contra nematodos son de muy
diversa naturaleza, los mas comunes son de bajo peso molecular pero también los
hay de naturaleza proteica; los primeros pertenecen a las principales clases de
compuestos secundarios: terpenoides, sesquiterpenos, saponinas, compuestos
azufrados o nitrogenados (alcaloides, aminas, amidas), alifaticos (especialmente
alcanos de cadena larga y acidos grasos) y aromaticos (fenoles, flavonoides,
estilbenos, bibenziles, xantonas y benzoquinonas). Se sabe también que algunas de
las fitoalexinas que tienen accién contra hongos también actdan contra nematodos
(Chitwood, 2002).

Un gran numero de compuestos llamados isoprenoides se forman por la
condensacion de cinco unidades de carbono. Entre los mas simples encontramos a

los terpenoides que frecuentemente son los componentes de los aceites esenciales
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de las plantas y es muy comun que posean actividad contra depredadores y agentes

patogenos (Chiwood, 2002).

Algunos como el linalol de Ocimum basilicum L., el eugenol de Eugenia caryophyllata
Thunb, el mentol de Mentha piperita L., el cineol y el geraniol de Cymbopogon
caesius (Hook. & Arn.) Stapf actian contra los juveniles de Anguina tritici Steinbuch)
Gervais & Van Beneden, 1859, Meloidogyne javanica, Tylenchulus semipenetrans Cobb
1914 y Heterodera cajani Koshi, 1967 (Malik et al., 1987). La aplicacion al suelo de
citral de Cymbopogon citratus Stapf, geraniol y limoneno de Citrus limon Burm
inhiben la reproduccion de Meloidogyne javanica, Meloidogyne incognita Yy
Heterodera schachtii Schmidt (Bauske et al.,, 1994; Osman y Viglierchio, 1988;
Viglierchio y Wu, 1989). El citronelol aislado de Pelargonium graveolens L'Heritier se
ha usado con buenos resultados en el tratamiento de plantulas de jitomate contra
Meloidogyne incognita (Rao et al., 1996). El timol de Thymus vulgaris L. tiene
actividad nematicida contra Meloidogyne spp (Soler-Serratosa et al., 1996). El citral
ha dado buenos resultados para el control de Meloidogyne en algodén (Bauske et al.,
1994). Probando 26 monoterpenoides se encontré que el carvacrol y el timol tuvieron
el mayor efecto sobre Bursaphelenchus xylophilus Steiner et Buhrer (Choi et al.,
2007). En un estudio en el que se comparo la actividad nematicida del geraniol y el
citronelol se mostré que los alcoholes-monoterpenos son mas activos que los
aldehidos-monoterpenos contra Anguina tritici (Steinbuch, 1799) Chitwood, 1935,

Tylenchulus semipenetrans Cobb, H. avenae y M. javanica (Sangwan et al., 1993).

Dentro de los diterpenoides se ha encontrado con efecto contra Aphelenchoides
besseyi Christie, 1942 al compuesto odarocin extraido de Daphne odora F. Muell de
la familia Thymelaceae; este aleloquimico consiste en un esqueleto diterpenoide
unido a acido benzoico (Kogiso et al., 1976).

Los triterpenoides es un grupo de compuestos diversos entre los que se han
encontrado aleloquimicos con propiedades contra nematodos. Las saponinas
triterpenoides como los glicoalcaloides a-tomatina y la a-chaconina del jitomate son
nematotoxicas. Otros aleloquimicos de este grupo se han aislado de Bacopa

monniera L. (Scrophularaceae), Lantana camara Adans (Verbenaceae) y Ocimum
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gratissimum L. (Lamiaceae) (Njoku et al., 1997; Renukappa et al., 1999). Otro grupo
derivado de la condensacion de moléculas de isopreno, los sesquiterpenoides
también se han encontrado con propiedades contra nematodos como el hemogosipol
y el 6 metoxihemigosipol aislados de variedades resistentes del algodon a
Meloidogyne incognita; también esta incluida en este grupo la alantolactona de Inula
helenium L. (Asteraceae) que tiene propiedades antihelminticas en mamiferos
(Mahajan et al., 1986). La fitoalexina solavetivona (que es un sesquiterpenoide) se ha
demostrado que estad genéticamente ligada a la resistencia en papa a Globodera
rostochiensis (Wollenweber) Skarbilovich (Desjardins et al., 1997). Otra fitoalexina de
este mismo grupo la rishitina de la papa afecta la movilidad de Ditylenchus destructor
Thorne (Zinovieva y Chalova, 1987). Los sesquiterpenos se sintetizan en respuesta a
la infeccion por nematodos (Chiwood y Lusby, 1991). Se sabe que los
sesquiterpenos biciclicos risitina y lubimina aislados de plantas resistentes a
Dytilenchus destructor tienen un efecto nemotostatico en juveniles de D. destructor y
D. dipsaci (Zinovieva y Chalova, 1987).

Los alcaloides son otro grupo de compuestos con actividad nematicida en donde
destaca el sulfato de fisostigmina aislado de Physostigma venenosum Balf
(Fabaceae) que protege a las plantulas de chicharo (Pisum sativum L.) contra
Ditylenchus dipsaci (Kuhn) Filipjev (Bijloo, 1965). Los alcaloides tetraciclicos de
Bocconia cordata Willd (Papaveraceae) han resultado nematotoxicos contra
nematodos de vida libre. Los alcaloides de Sophora flavescens Aiton (Fabaceae)
tienen actividad nematicida contra Bursaphelenchus xylophillus. Las raices de
Catharanthus roseus Don tienen el alcaloide pentaciclico serpentina con accion
nematicida ademas de inhibir la eclosion de huevos de Meloidogyne incognita (Rao
et al., 1996).

Los acidos grasos como componentes estructurales de las plantas tienen también un
papel en la defensa contra el ataque de nematodos. El acido butirico detectado en la
cebada en descomposicion actia sobre M. incognita y Pratylenchus penetrans
(Cobb, 1917) Chitwood & Oteifa, 1952 (Sayre et al., 1965). Los acidos palmitico,
miristico y oleico aislados de Iris japonica (Iridaceae) tiene principios nematicidas
(Munakata, 1983). En Argemone mexicana se han encontrado triglicéridos que

previenen la infeccién de M. incognita en jitomate (Saleh et al., 1987). Alcoholes
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derivados de &cidos grasos se han detectado con efecto contra nematodos en el frijol
terciopelo Mucuna aterrima (Nogueira et al., 1996).

Desde principios de siglo pasado se conoce que algunas plantas, durante su
descomposicion liberan compuestos que por accion enzimatica de microorganismos
se transforman en compuestos con propiedades fungicidas y nematicidas, tal es el
caso de casi todas las especies de plantas de la familia Brassicaceae que a partir de
sus glucosinolatos liberan los isotiocianatos como el alylisotiocianato de la mostaza
[Brassica nigra (L.) W. D. J. Koch] que tiene accion contra el nematodo dorado de la
papa Globodera rostochiensis (Wollenweber) Skarbilovich (Fahey et al., 2001) o el 2-
fenil-isotiocianato que suprime la reproduccién de Pratylenchus neglectus Filipjev y
Schuurmans-Stekhoven (Potter et al., 1998). Algunas Poaceae como el sorgo y el
pasto Sudan [Sorghum sudanense (Piper) Stapf] contienen el glicésido dhurrin que al
hidrolizarse produce cianuro que actua contra Meloidogyne hapla (Widmer y Abawi,
2000). La yuca (Manihot esculenta Crantz, Euphorbiaceae) contiene el glicésido
linamarina; cuando los tubérculos son heridos también se libera cianuro, propiedad
gue en Brasil se ha usado para el control de nematodos agalladores (Senna y Ponte,
1982).

Asi como los fenoles se han asociado a la resistencia a hongos e insectos también
los fenoles se han asociado a la resistencia a los nematodos aun cuando son pocos
los que se han aislado de raices y probado su accién contra los nematodos como el
pirocatecol aislado de Eragrostis curvula (Poaceae) (Schrader) Nees y probado con
éxito contra Meloidogyne sp. (Scheffer et al., 1962). También se ha logrado inhibir la
infeccidn por Rotylenchulus reniformis Linford and Oliveira en jitomate con cinco
fenoles (pirocatecol, hidroquinona, floroglucinol, pirogalol y orcinol) (Mahmood y
Siddiqui, 1993). Los fenoles derivados del procesamiento para obtener aceite de
oliva como los acidos vanillinico, cafeico, siringico y o-cumarico fueron efectivos para
inhibir a Meloidogyne javanica. En tanto que el benzaldehido y el furfural dieron
resultados inhibiendo la formacion de agallas en algodén (Bauske et al., 1994).
Dentro de los flavonoides existen también aleloquimicos contra nematodos como la
quercitina de amplia distribucion en muchas plantas de varias familias, pero
especialmente abundante en Oenothera biennis L., Podophyllum peltatum L. y Allium

cepa L., el cual ha resultado efectivo para inhibir la reproduccion de M. javanica
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(Osman vy Viglierchio, 1988). En frijol lima se ha encontrado que el comestrol y la
psoradolina se producen en respuesta a la infeccion de Pratylenchus scribneri (Rich
et al., 1977).

Dentro de los compuestos de alto peso molecular, las lectinas, como la
concanavalina A de Canavalia ensiformis L. DC., ha dado buenos resultados para el
control de M. incognita en jitomate (Marban-Mendoza et al., 1989).

Ahora sabemos que los metabolitos pueden actuar como repelentes, inducen
paralisis, reducen la eclosion o incluso pueden causar la muerte del nematodo
(Wuyts, 2006). Existen numerosos trabajos en los que se brinda informacion sobre
las posibilidades para controlar las poblaciones de nematodos mediante la accién de
estos metabolitos, principalmente con el nematodo fitopatbgeno Meloidogyne spp.,
gue representa uno de los nematodos de gran importancia econémica en el mundo
(Moens et al., 2009).

Existen diferentes formas de aprovechar los metabolitos secundarios. Debido al
incremento en el conocimiento y estudios de la alelopatia una de las propuestas es la
aplicacion de enmiendas organicas de origen vegetal al suelo, ya que al incorporar
residuos organicos éstos tienen un gran impacto en las propiedades fisicas y
biolégicas del suelo ademas de promover el crecimiento de microorganismos

antagonicos a los nematodos (Stirling, 1991).
2.5.3 Manejo de plantas contra Meloidogyne spp.

Una de las opciones para sustituir a los nematicidas sintéticos son los extractos de
plantas con propiedades contra nematodos pero que estadn aun en proceso de
formulacién y comercializacion (Kokalis-Burelle y Rodriguez-Kabana, 2006). Esta
posibilidad se basa en el principio de que existen plantas que vivas 0 muertas son
capaces de liberar compuestos nematotdxicos principalmente cuando entran en
contacto con el agua, tomando en cuenta siempre las caracteristicas del sustrato en
gue se encuentre el compuesto debido a la interaccién con los otros compuestos
organicos e inorganicos presentes en el suelo y los factores ambientales que
influencian la actividad de los compuestos aleloquimicos con el resto del
microambiente (Halbrendt, 1996).
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Es asi como se han realizado trabajos para encontrar sustancias alelopaticas que
logren reducir los dafios por Meloidogyne spp., hematodo que como se menciono
antes es de gran importancia econdmica. Como ejemplo tenemos el trabajo realizado
por Pérez et al. (2003) en el que se logro reducir la tasa de reproduccion de
Meloidogyne tanto en in vitro como en condiciones de invernadero al comprobar que
el aceite esencial de Chrysanthemum coronarium L. y las enmiendas organicas
elaboradas con algunos miembros de la familia Asteraceae (Chrysanthemum
segetum L., Calendula maritima Guss. 1825 Syn. C. suffruticosa subsp. maritima

Meikle, Calendula officinalis y C. suffruticosa Vahl) son eficaces nematicidas.

A pesar de la inherente complejidad, se observé que al aplicar brasicas al sustrato es
posible lograr un resultado consistente y repetible en la supresion de Meloidogyne
javanica resultado de los procesos quimicos desencadenados por esta incorporacion
(Zasada y Ferris, 2004).

También se logro la inhibicion de la eclosion de huevos e incrementar la mortalidad
de J2 de M. incognita al aplicar tratamientos de Chromolaena odorata, Azadirachta
indica A.Juss, Ricinus communis L. y Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.
observandose que al incrementar la concentraciébn de las diluciones de los
tratamientos y aumentar el tiempo de exposicion se incrementd la mortalidad del
nematodo (Adegbite y Adesiyan, 2005).

Ya que una forma de comprobar la factibilidad del uso de extractos vegetales es
confrontarlos con los nematicidas quimicos o comerciales, se confronté un extracto
acuoso de Tagetes erecta L. con el nematicida carbofuran en plantas infestadas con
Meloidogyne incognita obteniendo como resultado un efecto similar por lo que se
considero viable la posibilidad de sustituir el nematicida quimico por el extracto de T.

erecta (Natarajan et al., 2006).

En la evaluacion de extractos acuosos de Azadirachta indica A.Juss, Carica papaya
L., Ocimum sanctum L., Ricinus communis y Tagetes patula L. para el control de la
eclosion de huevos de Meloidogyne incognita en diferentes concentraciones, resultd

gue el mejor resultado lo mostré O. sanctum con una disminucion de la eclosion del
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34.8% a las 48 horas posteriores a la aplicacion del tratamiento (Bharadwaj y
Sharma, 2007).

Otro caso es el estudiado en la isla de Okinawa (Japon) en donde se evaluaron el
efecto de extractos acuosos y etandlicos de especies originarias de la isla (Bidens
pilosa var. radiata (Sch.Bip.) R.E. Ballard., Hydrocotyle dichodroides L:, Oxalis
corymbosa L , O. corniculata L. y Stenactis annus L.) sobre J2 de Meloidogyne
incognita en donde el total de las plantas tuvieron un efecto nematicida siendo el

mejor tratamiento el de Bidens pilosa (Taba et al., 2008).

Asi también se realizaron ensayos en invernadero y cubiertas climatizadas para
evaluar la efectividad de extractos acuosos de Euphorbia myrsinites L. y Urginea
maritima L. en la reduccion del indice de agallamiento provocado por M. incognita,
observandose que en dosis altas de los extractos se logra un efecto similar al Oxamil
(Vydate® |, DuPont, carbamato como ingrediente activo) (Kaskavalaci y Civelek,
20009).
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3. JUSTIFICACION

Se conocen diferentes meétodos alternativos de control no quimico para este
nematodo, una de las opciones es el control bioldgico, que como ya se mencioné
consiste en la incorporacion en el habitat/nicho de un organismo antagonico al
patbgeno como es el caso de los hongos nematéfagos, como Pochonia
chlamydosporia, que es un hongo con el que se ha trabajado relativamente poco en
nuestro pais y se han obtenido resultados positivos en el control de dos nematodos
agalladores: Nacobbus aberrans y Meloidogyne sp.

El conocimiento generado mediante las actuales investigaciones, con respecto a las
propiedades de los vegetales, se nos amplia el panorama en la explotacion de

vegetales para el control de diferentes patégenos incluyendo los nematodos.

Es sabido que no hay un método de control que de forma aislada logre un 100% de
eficacia, es por eso que es necesario implementar un manejo integrado para
disminuir los dafios ocasionados por el patégeno. Con el fin de lograr integrar dos
métodos (Pochonia chlamydosporia y extractos vegetales), es necesario conocer los
efectos de la interaccion entre ambos, iniciando con estudios en in vitro para luego
evaluarlas bajo condiciones méas cercanas a las de campo que finalmente nos

brinden una opcién de manejo agroecolégico de Meloidogyne incognita.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Evaluar la compatibilidad de la aplicacion de Pochonia chlamydosporia var.

chlamydosporia y extractos vegetales para el manejo integrado de Meloidogyne

incognita en el cultivo de frijol.

4.1.1 Objetivos particulares:

a)

b)

d)

Identificar la especie de Meloidogyne de la poblacion experimental usada en el
presente trabajo.

Determinar el efecto fitotoxico de 22 polvos de plantas con propiedades
alelopéticas sobre la emergencia y desarrollo de plantulas de frijol.

Determinar el efecto de los extractos vegetales sobre desarrollo micelial y
produccion de clamidosporas de P. chlamydosporia.

Determinar el porcentaje de parasitismo de Pochonia chlamydosporia var.
chlamydosporia sobre los huevos de Meloidogyne incognita en presencia de
extractos vegetales crudos en medio sélido, liquido y suelo.

Determinar el efecto de la incorporacion del hongo P. c. var. chlamydosporia y
de los tres mejores extractos vegetales con propiedades nematicidas en
plantas de frijol establecidas en macetas con suelo infestado con Meloidogyne

incognita bajo condiciones de invernadero.
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5. METODOLOGIA
La investigacion se realizd en el Departamento de Interacciones Planta-insecto del
Centro de Desarrollo de Productos Bidticos del Instituto Politécnico Nacional
(CeProBi-IPN), que se encuentra ubicado en carretera Yautepec-Jojutla Km. 8.5, San
Isidro, Yautepec, Morelos, México. También se realiz6 una estancia especial de

investigacion en Rothamsted Research en Harpenden, U.K.
5.1 Identificacion la especie de Meloidogyne.

Para la obtencion de hembras, las raices agalladas fueron tefiidas con fucsina acida-
lactoglicerol (Byrd et al., 1983). Posteriormente se enjuagaron en agua y se pasaron
a lactoglicerol. Las hembras se disectaron de las raices de forma manual con pinzas

de relojero y agujas de diseccion finas bajo el microscopio estereoscoépico.

Para la elaboracion de cortes perineales, se realizd un corte alrededor del area
perineal (region donde se localizan la vulva y el ano) y luego los patrones se
transfirieron a un portaobjetos de tal forma que la superficie externa de la cuticula
esté orientada hacia arriba, finalmente se cubri6 y monté entre portaobjetos y
cubreojetos con lactofenol para su observacion en microscopio (100X). De acuerdo a
las caracteristicas de la region vulvar y anal se hizo la identificacién de la especie
(Karssen, 2002).

5.2 Origen e incremento de la poblacién de Meloidogyne incognita.

Se colectaron muestras de suelo y raices con sintomas de dafio (agallas) de una
parcela de frijol infestada con Meloidogyne incognita en el municipio de Xochitepec,
Morelos (18°42' latitud norte, 99°11' longitud oeste a una altura de 1,109 metros
sobre el nivel del mar). Las raices colectadas mostraron un indice de agallamiento de
7 a 10 (figura 1) segun la escala de Bridge y Page (1980) en Coyne et al. (2007) (ver

Anexo 7).

El suelo y raices se mezclaron con peatmoss (Sunshine®, Canada) y perlita

(agrolita®, México) en relacion de peso 2:2:1 respectivamente. Posteriormente se
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coloco el sustrato en macetas de 20cm de diametro con capacidad de 8 L en las que

se planté una plantula de jitomate var. “saladet”.

A los 45 dias se sacaron las plantas de las macetas. Una parte de las raices
agalladas fueron utilizadas en otros ensayos y otra parte para reincorporar estas
raices al suelo con el fin de mantener y reproducir la poblacién del nematodo hasta
obtener indices de agallamiento similares a los de la poblacién inicial. Para ello, en
ese mismo suelo o sustrato infestado, una nueva planta de jitomate es transplantada
en el sustrato. Alternativamente, se siembran semillas de otra especie susceptible de

ser parasitada por el nematodo, como lo seria el frijol.

Figura 1. Raiz agallada por Meloidogyne incognita proveniente del municipio de
Xochitepec, Morelos.
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5.3 Origen, mantenimiento y produccién de Pochonia chlamydosporia var.

chlamydosporia.

El aislamiento de P. c. var. chlamydosporia que se empleo en el trabajo fue la cepa
SC1 (Pc341 en la coleccion de Rothamsted Research) (Proporcionado por M.C.
Francisco Franco-Navarro. Laboratorio de Nematologia, Instituto de Fitosanidad,
Colegio de Posgraduados, Montecillo, Estado de México), la cual se multiplicé en
medio papa-dextrosa-agar (PDA) y harina de maiz-agar (HMA) segun el interés de
obtener mayor niumero de conidias o clamidosporas. Para el ensayo realizado en
invernadero se produjo el hongo de forma masiva usando como sustrato arroz
(Hidalgo et. al., 2000).

Este aislamiento fue identificado molecularmente por Flores-Camacho et al. (2009)
en Rothamsted Research como perteneciente a la variedad P. chlamydosporia var.
chlamydosporia basado en el andlisis de la PCR- Btubulina que consiste en la

reaccion en cadena de la polimerasa basado en la Btubulina.

También fue utilizado el aislamiento con origen brasilefio Pc10, el cual se encuentra
en la coleccion de Rothamsted Research y es usado en medida de lo posible como

referencia en trabajos realizados con P. c. var. chlamydosporia.
5.4 Colecta de plantas con propiedades contra nematodos.

De las 833 plantas reportadas por Duke (2008) con propiedades contra nematodos
se seleccionaron aquellas presentes en la region de estudio que ademas son de facil
obtencion. Se colectaron e identificaron 22 especies de plantas (Cuadro 1)
procurando obtener en medida de lo posible la totalidad de la planta con partes
vegetativas y/o reproductivas. La identificacion se hizo recabando los nombres
vulgares y cientificos de cada especie, comparando los ejemplares colectados con
los del Herbario Nacional de México MEXU del Instituto de Biologia de la UNAM.
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Cuadro 1. Plantas con propiedades contra nematodos colectadas e identificadas en

el estado de Morelos.

Nombre cientifico Nombre comin | Mes de Partes colectadas

colecta
Acacia farnesiana (L.) Willd Huizache diciembre hoja, tallo, flor, raiz
Argemone mexicana L. Chicalote diciembre hoja, tallo, flor, fruto, semilla
Bidens pilosa L. Aceitillo noviembre hoja, tallo, flor, fruto, semilla
Calendula officinalis L. Caléndula enero hoja, tallo, flor
Chenopodium album L. Epazote borrego | enero hoja, tallo, raiz
Chenopodium ambrosioides L. Epazote noviembre hoja, tallo
Eucalyptus globulus Labill Eucalipto enero hoja
Cyperus rotundus L. Coquillo diciembre hoja, tallo, flor, fruto, semilla
Datura stramonium L. Toloache enero tallo, hoja, flor
Jatropha curcas L. Jatrofa diciembre hoja, tallo, fruto, semilla
Mentha spicata Crantz Hierbabuena diciembre hoja, tallo, flor, raiz
Lantana camara L. Lantana diciembre hoja, tallo, flor, fruto, semilla
Melia azedarach L. Paraiso diciembre hoja, tallo, flor
Nerium oleander L. Rosa laurel diciembre hoja, tallo, flor
Ocimum basilicum L. Albahaca enero hoja, tallo, raiz, flor
Prosopis glandulosa Torr Mezquite diciembre hoja, tallo, flor
Origanum vulgare L. Orégano enero corteza, tallo, hoja
Rosmarinus officinalis L. Romero enero flor, ejote, hoja, tallo, raiz
Ricinus communis L. Higuerilla enero hoja, tallo, fruto
Raphanus raphanistrum L. Rabanillo enero hoja, tallo
Tagetes lucida L. Pericén noviembre hoja, tallo, flor, raiz
Thymus vulgaris L. Tomillo enero hoja, tallo

Las plantas fueron colectadas en diferentes localidades del estado de Morelos ya sea

en campo o en mercados locales. El total del material vegetal se sometid a un

proceso de secado en sombra, pulverizacion (molino de martillos rotatorios) y

envasado en frascos &mbar para su posterior uso.
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5.5 Efecto de polvos vegetales sobre la emergencia y el desarrollo de

plantulas de frijol.

Se estableci6 un ensayo en invernadero con un diseiio completamente al azar
teniendo 22 tratamientos mas un testigo al cual no se le aplic6 ningdn tratamiento.
Cada tratamiento tuvo seis repeticiones siendo la unidad experimental una charola

de plastico cristalino de 30x20cm con seis semillas de frijol de la variedad Strike.

El sustrato utilizado fueron 600g de una mezcla de suelo, peatmoss (Sunshine®,
Canada) y perlita (agrolita®, México) en relaciéon de peso 2:2:1 respectivamente y por

cada 100g de sustrato se le adicion6 1g de polvo vegetal.

Se cuantificé la emergencia a los siete dias posteriores a la siembra ya que para esa
fecha las plantas ya habian desarrollado hojas verdaderas y se puede observar si
hay algun indicio de fitotoxicidad por efecto de los tratamientos. El peso fresco de las
plantas se registr6 14 dias después de la siembra, para lo que se retiraron las
plantas del sustrato y se elimino el sustrato de las raices con una pequefa brocha,
se pesO cada grupo de plantas de cada una de las unidades experimentales;
finalmente el peso seco se tomo posterior a un secando en estufa por un periodo de

3 dias a una temperatura de 70°C.

Los datos que se recabaron de las variables (emergencia, peso fresco y peso seco)
se analizaron con el paquete estadistico SigmaStat 3.5 mediante un Kruskal-Wallis
ya que los datos no cumplieron con los supuestos de normalidad e igualdad de la
varianza, posteriormente se realizé una comparacion de medias de Dunn, tomando
en cuenta que solo se quiz6 descartar un efecto fitotoxico por parte de los
tratamientos hacia el frijol, todos los tratamientos fueron confrontados contra el

control, no entre tratamientos.

5.6 Efecto de los extractos vegetales crudos sobre el crecimiento micelial y

la produccion de clamidosporas de P. c. var. chlamydosporia.

Se establecié un bioensayo a nivel laboratorio bajo un disefio completamente al azar,

con 22 tratamientos mas un testigo al cual no se le aplico extracto vegetal.
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Cada tratamiento constd de cinco repeticiones siendo la unidad experimental una

caja Petri.

Para la elaboracion de extractos vegetales crudos al 10%, entendiandose por crudos
al utilizar solo agua como vehiculo se tomaron 10g de polvo de cada una de las
plantas y éstos se adicionaron a 90ml de agua destilada estéril. La mezcla se dejo
reposar por un periodo de 24hrs a 9°C+1, pasado este tiempo el liquido fue filtrado

con gasa triple.

Del extracto liquido resultante se tomé una alicuota de 10ml que se afiadié a 90ml de
medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA)(BD Bioxon®, México) para
posteriormente ser esterilizado, por lo que se obtuvo una concentracién final en el

medio de cultivo de extracto de 1% del extracto.

El medio se vertié en cajas Petri de 7cm de didmetro. Una vez solidificado el medio
se coloco un disco de medio de cultivo PDA de 0.5cm de didmetro con crecimiento
del aislamiento Pc341 del hongo P. chlamydosporia con una edad de 28 dias en

cada una de las cajas.

Se hizo una lectura diaria con un vernier comun del crecimiento micelial diario
durante los siguientes 14 dias en que se mantuvieron las cajas en incubadora a
26°C. También se contabilizé la concentracién de clamidosporas ml™ producidas en
ese mismo periodo. Los datos recabados en ambos casos se sometieron a un
analisis estadistico de analisis de varianza (ANOVA) y una comparacién de medias
segun Tukey (P =0.05) con el programa estadistico SigmaStat 3.5.

5.6.1 Produccion de clamidosporas de dos aislamientos de Pochonia
chlamydosporia var. chlamydosporia en presencia de cinco extractos

vegetales acuosos.

Para enriquecer la informacion de los ensayos previos se realiz0 una estancia
especial de investigacion en Rothamsted Research, Harpenden (U.K.), en la cual en
primera instancia se montd un experimento para conocer el efecto de cinco plantas

originarias del estado de Morelos (México) sobre la produccion de clamidosporas de
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dos aislamientos, esto siguiendo un disefio experimental de blogues al azar, usando
como unidad experimental una caja Petri de 12cm de diametro con medio de cultivo
Czapek o harina de maiz-agar (Oxoid, Basingstoke, UK) previamente
esterilizado,esto para conocer el comportamiento del hongo en presencia de los
extractos en por lo menos dos medios que son usados para la obtencién de
clamidosporas; posteriormente se le afadio al medio de cultivo extracto vegetal

acuoso crudo (Anexo 1) para lograr una concentracion del 10%.

Los tratamientos empleados fueron cuatro plantas mexicanas con antecedentes de
sus propiedades contra nematodos colectadas en el estado de Morelos, un
aislamiento mexicano (Pc341=SC1) asi como otro aislamiento brasilefio (Pc10) o
cepa estandar de P. c. var. chlamydosporia. Los tratamientos quedaron de la forma

siguiente:

1. Czapek + PC341 + Argemone mexicana 11. HMA + PC341 + Nerium oleander
2. HMA + PC341 + Datura stramanirium 12. Cazpek + PC341 + Nerium oleander
3. Czapek + PC10 + Datura stramanirium 13. Czapek + PC10 TESTIGO

4. HMA + PC341 + Argemone mexicana 14. Czapek + PC341 TESTIGO

5. Czapek + PC10 + Argemone mexicana 15. HMA + PC341 TESTIGO

6. Czapek + PC341 + Datura stramanirium 16. HMA + PC10 TESTIGO

7. Czapek + PC341 + R. raphinastrum 17. Czapek + PC10 + R. raphinastrum
8. HMA + PC10 + Datura stramanirium 18. Czapek + PC10 + Nerium oleander
9. HMA + PC10 + Argemone mexicana 19. HMA + PC10 + R. raphinastrum

10. HMA + PC341 + Raphanus raphinastrum 20. HMA + PC10 + Nerium oleander

Para realizar el conteo de la produccion de clamidosporas se realizé un lavado de
cada una de las cajas afiadiendo 5ml de agua destilada estéril, se raspo
gentilmente la superficie del agar con un triangulo de vidrio y se tomé una alicuota
de 0.2ml que se llevaron a un hematocitémetro para realizar el conteo requerido.
Los datos obtenidos se analizaron mediante un ANOVA de una siendo la variable
a medir el aislamiento y dos vias, en donde las variables fueron elmedio de cultivo
y el extracto. Se realizé una comparacion de medias segun Tukey (0.05) con el

programa SigmaPlot 10.0.
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5.7 Efecto de los extractos vegetales acuosos sobre la movilidad de

juveniles de segundo estadio de Meloidogyne incognita.

Se montd un bioensayo bajo un disefio completamente al azar de 22 tratamientos
mas un testigo (sin extracto vegetal) con cinco repeticiones, siendo la unidad
experimental un pequefio pozo de plastico de 2.5cm de didmetro y un 1cm de
profundidad en el que se colocaron 1ml de agua destilada y 1ml de extracto
vegetal acuoso. Este ultimo se elaboré previamente afiadiendo 10g de polvo
vegetal a 90ml de agua destilada estéril y se dejo reposar por un periodo de 24hrs
a 10°C; pasado este tiempo se filtr6 con una gasa triple. Finalmente a cada pozo

se le afladio 1ml de una suspension con un nimero aproximado de 60 J2.

Se cuantifico el nimero de nematodos moéviles: 1, 3, 12, 36 y finalmente a las
72hrs posteriores a la aplicacion del tratamiento con respecto al nimero de
nematodos moviles. Tomando éste Ultimo momento ya que que es cuando se
observan sintomas de descomposicién de los nematodos que no recuperan la

movilidad y se puede confirmar el bloqueo de la cetilcosina,

Los tratamientos se agruparon dependiendo el efecto de los extractos sobre los
J2: Grupol, efecto constante sin recuperacion de la movilidad hasta las 72hrs, es
decir, un efecto nematicida; Grupo 2, efecto nematostatico, con recuperacion de la
movilidad antes de las 72hrs y el Grupo 3 que son los tratamientos que no

mostraron ningun efecto de los anteriores.

En el caso del grupo conformado por el efecto nematicida, los datos fueron
analizados por un ANOVA de dos vias y una comparacion de medias segun Tukey
(P=0.05) con el paquete estadistico SigmaStat 3.5.

El resto de los grupos no se analizaron estadisticamente ya que para llevar a cabo
la seleccién de los mejores tratamientos se contemplaron solo los que mostraron

un efecto nematicida.
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5.8 Parasitismo de huevos de Meloidogyne sp. por P. c. var.
chlamydosporia en presencia de extractos vegetales acuosos en

medio sélido.

Se monté un experimento completamente al azar de 22 tratamientos mas dos
testigos (uno sin tratamiento de extracto vegetal y uno con solamente huevos),
siendo la unidad experimental una caja Petri de 12cm de didmetro con medio

agua-agar.

Posteriormente se afiadié extracto vegetal acuoso al 10%, el cual fue elaborado
afiadiendo en 90ml de agua destilada estéril 10g de polvo vegetal, éste se dejo en
reposo por 24hrs a 9°C+1, pasadas 24hrs se filtr6 con gasa doblada tres veces

(gasa triple) para obtener el extracto necesario.

Del extracto resultante se adicionaron 50ml a 50ml de medio de cultivo para lograr
una concentracion final del extracto vegetal del 5%. El extracto fue vertido al
medio de cultivo y se llevo por un proceso de esterilizacion. Cuando se entibio el
medio se aplicaron antibiéticos (0.5mg de cloranfenicol + 0.5mg de clorhidrato de

tetraciclina/L). Finalmente el medio fue vertido en cajas Petri.

A cada caja Petri se le aplic una alicuota de 5 x 10° mI™* clamidosporas de P.
chlamydosporia (anexo 4) que se dejo incubar por un periodo de 48hrs para
posteriormente afiadir una alicuota de 1ml que contuvo un nimero aproximado de
500 huevos de Meloidogyne incognita (anexo 2). Los resultados de este ensayo
fueron tomados en diferentes tiempos, 48hrs para los tratamientos y 72hrs para
los testigos, esto debido a que el crecimiento de P. c. var. chlamydosporia es mas

rapido al adicionar el extracto vegetal.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante un ANOVA y comparacion de

medias segun Tukey (P= 0.05).
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5.8.1 Parasitismo de huevos de Meloidogyne incognita por P. c. var.
chlamydosporia en presencia de extractos vegetales acuosos en

medio nutritivo liquido.

Para enriquecer este trabajo esta fase fue complementada con ensayos realizados
en la estancia especial realizada en Rothamsted, Research (U.K.).

El experimento se siguidé bajo un disefio de bloques al azar en el que cada bloque
se monto con una diferencia de dos o tres dias. Se usaron cinco plantas
mexicanas y una muestra africana proveniente de Kenya (Crotalaria sp.), asi como
dos aislamientos de P. c. var. chlamydosporia: PC341(=SC1) mexicano y Pc10

brasilefio. Los tratamientos quedaron de la siguiente forma:

Tratamientos:

1. EL + Pcl0 + Datura stramonium 9. EL + Pc341 + Argemone mexicana

2. EL + Pcl0 + Argemone Mexicana 10. EL + Pc341 + Nerium oleander

3. EL + Pcl0 + Nerium oleander 11. EL + Pc341 + Chenopodium album

4. EL + Pcl10 + Chenopodium album 12. EL + Pc341 + Raphanus raphanistrum
5. EL + Pcl10 + Raphanus raphanistrum 13. EL + Pc341 + Crotalaria

6. EL + Pcl0 + Crotalaria 14. TESTIGO + Pc341 (EL solo)

7. TESTIGO + Pc10 (solo EL) 15. TESTIGO negativo (huevos solos)

8. EL + Pc341 + Datura stramanium

La unidad experimental consistio en un tubo de vidrio estéril de 25ml de capacidad
con 4ml de medio nutritivo liquido de extracto de levadura (EL) (Mikrobiologie®.
Darmstadt, Germany), 4ml de extracto vegetal (Anexo 1), 1ml de una suspensién
con un nimero aproximado de 1000 huevos (Anexo 2) y 1ml de la suspension de
conidias (Anexo 5) con una concentraciéon de 5.5x10* ml* de P. c. var.
chlamydosporia. Los testigos, que no incluyeron extracto vegetal, se duplico la
cantidad de EL en el frasco, es decir 8ml. Se tomé un doble testigo negativo, el
cual solo contuvo 9ml de agua estéril mas 1ml de la solucién de huevos. Los tubos
se mantuvieron a 26°C de temperatura en agitacion constante de 150 rpm en

incubadora (Innova® 40, shaker series).
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Los datos del porcentaje de parasitismo se tomaron a las 24 y 48hrs posteriores al
montaje del ensayo, para lo cual se tomo6 una alicuota de 3ml que se colocé en
una cémara para contar nematodos. Se contaron un total de 100 huevos,

registrando los parasitados y no parasitados.

El experimento se realizd por duplicado, debido a que no se encontraron
diferencias posteriores a un ANOVA entre ambos experimentos (F=1.47, gl=1,6
P=0.271), los datos fueron analizados como uno solo. Para el analisis de los datos
no fue necesario transformarlos ya que pasaron las pruebas de la normalidad e
igualdad de la varianza, finalmente los datos se analizaron con un ANOVA de

medidas repetidas.

5.8.2 Parasitismo de P. c. var. chlamydosporia sobre huevos de
Meloidogyne incognita en presencia de los extractos vegetales

acuosos en suelo

De igual forma que el experimento anterior se realiz6 un experimento con dos
aislamientos de P. c. var. chlamydosporia, uno brasilefio PC10 y uno mexicano
Pc341 (=SC1), asi como cinco extractos acuosos de plantas mexicanas con

propiedades contra nematodos.

1. Pcl0 + Datura stramonium 7. Pc341 + Datura stramonium

2. Pcl0 + Argemone mexicana 8. Pc341 + Argemone mexicana

3. Pcl0 + Nerium oleander 9. Pc341 + Nerium oleander

4. Pcl0 + Chenopodium album 10. Pc341 + Chenopodium album

5. Pcl0 + Raphanus raphanistrum 11. Pc341 + Raphanus raphanistrum
6. Pcl0 TESTIGO 12. Pc341 TESTIGO

El disefio experimental fue factorial.

Se contd con suelo estéril y aireado previamente, del cual se tomaron 50g de
suelo por unidad experimental, siendo éstos pequefios semilleros de 5cm? de

capacidad.
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Cada unidad experimental se inocul6 con una solucion de clamidosporas de P. c.
var. chlamydosporia (Anexo 4) en una concentracién de 5x10* clamidosporas g™
de suelo contenidas en 3ml de agua destilada estéril. Por cada unidad
experimental se colocaron 10 masas (previamente enjuagadas con agua destilada
estéril (Anexo 2-a)) (Anexo 2) de huevos de M. incognita contenidas entre dos
telas de nylon con una apertura de malla de 60um y sostenidas entre dos placas
para diapositivas fotograficas (Lockertex, Warrington, Cheshire, UK). A cada
unidad se le aplicé un tratamiento inicial de 10ml de extracto acuoso al 25% de
concentracion (Anexo, 1). Subsecuentemente, a cada unidad experimental se le
agregaron 10ml de agua destilada estéril para proporcionar la humedad necesaria
para el desarrollo adecuado del hongo y mantener la viabilidad de los huevos del
nematodo. Los semilleros fueron colocados en bolsas de poli-papel para permitir la
mejor conservacion de humedad y se dejaron a temperatura ambiente (20°C+2).
Al dia 12 se tomaron las masas de huevos que fueron disgregadas y colocadas en
placas de medio semi-selectivo (Anexo 6). Las placas con los huevos se
mantuvieron a 25°C durante 3 dias para observar el crecimiento caracteristico de
P. chlamydosporia y cuantificar el porcentaje de parasitismo de los huevos de M.
incognita en presencia de extractos vegetales acuosos con propiedades contra
nematodos. Los datos se llevaron por el analisis estadistico ANOVA con el

paquete estadistico GenStat version 8.3 para su interpretacion.

5.9 Efecto de polvos vegetales nematicidas solos y en combinacion con
P. c. var. chlamydosporia sobre plantas de frijol establecidas en
suelo infestado con Meloidogyne incognita

Las raices que se utilizaron para inocular el suelo de este experimento fueron el
producto del incremento de la poblacién de Meloidogyne incognita proveniente de
Xochitepec, Morelos y consisitid en raices con un indice de agallamiento entre 6 a
8 (ver seccion 5.1).

Para la mezcla final que se utilizO como sustrato, las raices cortadas en
segmentos (aproximadamente de 0.5cm), ya trituradas se mezclaron con el suelo

del que provenian estas mismas raices, la mezcla se complement6 con peatmoss
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(Sunshine®, Canadd) y perlita (agrolita®, México) en relacion de peso 2:2:1
respectivamente.

El disefio experimental fue al azar. A cada unidad experimental se le afadio,
segun el tratamiento: 6g de polvo vegetal por cada maceta con 600g de sustrato,
arroz inoculado con P. c. var. chlamydosporia (5x10° esporas g) (anexo 5) o bien
nematicida comercial carbofuran en solucién de 4cc L™ y aplicando 50cc por
maceta. Los tratamientos se aplicaron antes de la siembra. Cabe hacer mencion
gue se mantuvo un testigo de suelo sin Meloidigyne incognita, para verificar que el
suelo ni estuviera contaminado con algun otro nematodo agallador.

Los tratamientos quedaron de la forma siguiente:

1. Suelo infestado con M. incognita sin 7. Thymus wvulgaris + P. c. var.
tratamiento chlamydosporia

2. Nematicida(Furadan350®) 8. Chenopodium album + P. c. var.

3. P.c. var. chlamydosporia chlamydosporia

4. Thymus vulgaris 9. Raphanus raphanistrum + P. c. var.

5. Chenopodium album chlamydosporia

6. Raphanus raphanistrum 10.. Thymus vulgaris + Chenopodium album

+ Raphanus raphanistrum y P. c. var.

chlamydosporia.
Cabe resaltar que el del nematicida utilizado es carbofuran (2,2-dimethyl-2,3-
dihydro-1-benzofuran-7-yl methylcarbamate)
Los datos recabados fueron: indice de agallamiento (Coyne et al., 2007) (anexo 7)
asi como produccion de ejote y los resultados fueron analizados mediante Kruskal-
Walis o bien ANOVA segun fue el caso y se realizd la comparacion de medias

respectiva.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Identificacion de la especie de Meloidogyne

La identificacion se hizo basandose en patrones perineales (Karssen, 2002), los
cuales fueron similares a los de la especie M. incognita. Estos mostraron una
forma desde ovalada a circular, con arco dorsal alto y cuadrado (Figura 2), las
estrias onduladas, campos laterales tenues o0 ausentes y estrias bifurcadas (Hunt
y Handoo, 2009), un estilete de 15 a 16um de largo generalmente con nodulos

basales redondeados (Figura 3).

Figura 2. Corte de patron perineal de Meloidogyne incognita de un ejemplar
proveniente de la poblacion de estudio.

Meloidogyne se encuentra distribuida con mayor frecuencia en ambientes no
secos. Se trata de una especie termdfila, es decir, que no es capaz de sobrevivir
en temperaturas inferiores a los 10°C y la temperatura media ideal para su
desarrollo es de 27°C (Evans y Perry, 2009), estas son caracteristicas de clima

gue encontramos en la regién de estudio.

38



20 pm

Figura 3. Tercio anterior del cuerpo de hembra de Meloidogyne incognita de un
ejemplar proveniente de poblacion de estudio.

Se ha reportado que las agallas que produce esta especie en el hospedante son
largas e irregulares (Hunt y Handoo, 2009), similares a lo observado en la

poblacion de Morelos (Figura 4).

Figura 4. Agallas en raiz de frijol parasitada por M. incognita.

De las caracteristicas de las plantas parasitadas y las hembras que se observaron
se llego a la conclusion que la especie presente en la regién de estudio es M.

incognita.
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6.2 Efecto de los polvos vegetales sobre |la emergencia y desarrollo de

plantulas de frijol

Al confrontar el total de los tratamientos contra el testigo (Cuadro 2). Los

resultados no mostraron evidencias de modificacién en el desarrollo de las plantas

de frijol.

Cuadro 2. Efecto de extractos acuosos con propiedades contra nematodos en el
desarrollo de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris)

Tratamiento Mediana % Mediana del peso Mediana del peso
emergencia fresco seco

TESTIGO 83.33< 91.67 <100 9.40< 9,55 <10.40 | 1.20< 1.30 <1.30
Acacia farnesiana ---- 100 ----- 9.90< 10.60 <11.80| 1.40< 1.60 <1.60
Argemone mexicana 83.33< 91.67 <100 7.60< 8.75 <9.70 | 0.80< 1.00 <0.80
Bidens pilosa | = - 83.33 <100 10.1< 10.80 <11.30 | 1.20< 1.30 <1.30
Calendula officinalis 83.33< 91.67 <100 11.1< 11.70 <12.40| 1.30< 145 <1.20
Chenopodium aloum | - 83.33 <100 5.50< 5.60 <7.10 | 0.70< 0.80 <0.70
Ch.ambrosioides | = - 83.33 <100 9.70< 10.10 <12.10| 1.30< 1.40 <1.20
Cyperus rotundus | = ----- 83.33 --—--- 8.60< 10.80 <12.50 | 0.90< 1.40 <1.30
Datura stramonium 83.33< 100 ----- 5.70< 6.90 <7.10 | 0.60< 1.00 <0.80
Eucalyptus globulus 66.67< 83.33 ----- 6.20< 7.75 <870 | 1.10< 1.20 <1.00
Jatropha curcas 50.00< 83.33 <100 5.,50< 8.50 <12.00 | 0.80< 0.90 <0.70
Lantana camara 83.33< 100 ----- 8.10< 8.60 <10.10 | 1.20< 1.25 <1.10
Melia azedarach | = ---- 66.67 <83.3 410< 6.70 <7.10 | 0.60< 0.95 <0.90
Mentha spicata 50.00< 66.67 ----- 6.50< 8.00 <10.60 | 1.00< 1.25 <0.90
Nerium oleander 50.00< 66.67 <83.3 6.50< 8.35 <9.10 | 1.10< 130 <1.10
Ocimum basilicum | = - 66.67 <83.3 6.30< 9.05 <10.30 | 0.70< 0.75 <0.60
Origanum vulgare 83.33< 100 ----- 6.30< 7.35 <890 | 1.00< 1.20 <1.00
Prosopis glandulosa 66.67< 83.33 ----- 5.90< 6.90 <8.60 | 0.70< 0.80 <0.50
R. raphanistrum 83.33< 91.67 <100 6.70< 8.50 <890 | 0.80< 0.95 <0.70
Ricinus communis 83.33< 100 ----- 8.20< 8.90 <9.70 | 0.90< 0.90 <0.60
R. officinalis 83.33< 100 ----- 8.70< 9.10 <9.30 | 1.10< 1.25 <1.20
Tagetes lucida 83.33< 100 ----- 7.50< 8.55 <10.60| 1.00< 1.10 <0.80
Thymus vulgaris 66.67< 75.00 <83.3| 6.70< 6.75 <7.30 | 0.90< 1.05 <0.90
Kruskal-Wallis; Dunn's H=53 H=59.8 H=56.8
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Como podemos observar en el Cuadro 2, el total de los datos, al confrontarlos con
el testigo, no muestran diferencias significativas, lo que nos lleva a deducir que no

hay un efecto fitotoxico provocado por los tratamientos sobre las plantas de frijol.

Algunas de las plantas evaluadas carecen de evidencia de poseer propiedades
alelopaticas, pero se sabe que A. mexicana, C. rotundus, C. ambrosioides, C.
album, D. stramonium, E. globulus, R. raphanistrum y T. vulgaris si las tienen
(Grainge y Ahmed, 1988).

Si bien se sabe que las sustancias alelopéticas pueden afectar la germinacion,
emergencia o desarrollo de diversos vegetales, la toxicidad puede estar en funcién
de la planta con la que se lleva esta interaccion; como se observé en el trabajo
realizado por Avila et al. (2007), en el que polvos de Eucaliptus globulus retrasaron
el crecimiento de forma notable en algunas monocotiledoneas (maiz, arroz y
sorgo) y no asi en dicotiledoneas (arveja, lechuga vy frijol) en las que no se vio
afectado el desarrollo de las plantas.

Guedes et al. (2002), confirmaron la presencia de propiedades alelopaticas en
extractos de la parte aérea de Cyperus rotundus L. Ademas en trabajos realizados
para evaluar el efecto de C. rotundus sobre diversos cultivos como el maiz, se
mostrd que hay efecto negativo sobre la germinacion y desarrollo de la planta, en
donde el efecto negativo depende de la parte de la planta utilizada (Laynes-
Garzaball y Méndez-Natera, 2006). También estos autores evaluaron a C.
rotundus sobre Phaseolus vulgaris encontrando que la germinacion, el peso seco
de la radicula y la relacion peso seco de la plantula/peso se vieron afectados
dependiendo la concentracion de los extractos evaluados (Laynez-Garsaball y
Méndez-Natera, 2006).

Varias de las especies vegetales utilizadas como polvos han sido reportadas como
alelopéticas como es el caso de A. mexicana, E. globulus y D. stramonium. En
este trabajo no se encontraron evidencias de efectos alelopaticos que afecten el
desarrollo de las plantas de frijol, se debe considerar siempre que algunos de los
compuestos alelopaticos presentes en estas plantas y sus efectos, a su vez son
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influenciados por las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del sustrato en
gue se encuentran, determinando su grado de difusién y estabilidad quimica en el

tiempo.

El ambiente aéreo también influye en la calidad y cantidad de los aleloquimicos ya
gue la temperatura, la humedad y otros factores pueden permitir 0 no que los
compuestos entren en contacto con los nematodos o bien puede haber
requerimientos especiales meteoroldgicos para que se inicie la sintesis de

compuestos aleloquimicos (Halbrendt, 1996).

En general la ausencia de un efecto fitotoxico por parte de los extractos que se
probaron sobre las plantas de frijol puede deberse a diversos factores: 1) La
naturaleza quimica de los extractos, 2) los aleloquimicos que liberan las plantas
probadas no son de amplio espectro y no afectan al frijol; 3) las partes de las
plantas utilizadas no tienen efecto alelopatico sobre las plantas de frijol evaluadas;
4) especies distintas de las plantas utilizadas, o las etapas fenologicas de la
plantas utilizadas no producen los aleloquimicos que pudieran ser toxicos al frijol,
lo cual se tendria que demostrar experimentalmente; la concentracion de las
substancias alelopéticas fue insuficiente para causar dafio al frijol (Altieri y Doll,
1978).

6.3 Efecto de los extractos vegetales acuosos sobre la tasa de
crecimiento micelial y la produccion de clamidosporas de P. c. var.

chlamydosporia.

Crecimiento micelial. En la figura 5 se muestra que los tratamientos con Calendula
officinalis y Chenopodium ambrosioides fueron estadisticamente diferentes al resto

al disminuir el crecimiento micelial de P. c. var. chlamydosporia.

Produccion de clamidosporas. A diferencia del crecimiento micelial, la produccion
de clamidosporas mostré diferencias estadisticas. Como podemos observar en la
figura 6 el tratamiento que indujo la mayor produccion de clamidosporas fue

Datura stramonium, seguido de Chenopodium album y Raphanus raphanistrum.
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So6lo dos de los tratamientos produjeron menos clamidosporas que el testigo:

Jatropha curcas y Chenopodium ambrosioides.

La importancia de la produccion de clamidosporas radica en que la presencia o
ausencia de éstas determinan en gran medida el establecimiento y permanencia
del hongo en el suelo, esto debido a que las clamidosporas son principalmente las

estructuras de resistencia del hongo (Kerry y Bourne, 1996).

Una razoén de las diferencias observadas en el comportamiento del hongo con los
diferentes extractos puede ser que la mayoria de las plantas con propiedades
contra hongos tienen compuestos quimicos con un espectro de accion reducido a
una sola o pocas especies de hongos (Montes-Belmont, 2009) por lo que, aln
cuando existan antecedentes de propiedades antifungicas en varias de las
especies probadas, sélo dos de ellas fueron capaces de afectar el desarrollo de P.

c. var. chlamydosporia.
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Otra razén de las diferencias obtenidas en el comportamiento del hongo con los
diferentes extractos puede atribuirse a las diferentes proporciones de materia
organica aportadas por los extractos vegetales, ya que se sabe que la materia
organica tiene una relacion variable de carbono:nitrégeno dependiendo de la

fuente de ésta (Chavarria-Carbajal et al., 2001).

Los hongos requieren de una relacion C:N que va de 7:1 a 25:1, es decir,
necesitan concentraciones de carbono altas. En general los hongos son eficientes
en la asimilacién de nutrientes provenientes de fuentes ricas en carbono debido a
la composicién de su pared celular que estd compuesta de quitina y melanina.
(Wichen y Hafeel, 2004). Con estos datos pudieron descartarse dos de los
tratamientos evaluados para la fase final de este trabajo: Jatropha curcas y

Chenopodium ambrosioides.

6.3.1 Produccion de clamidosporas de dos aislamientos de P. c. var.

chlamydosporia en presencia de cinco extractos vegetales acuosos.

Segun el andlisis de varianza se encontraron diferencias entre tratamientos,
siendo Pc341 en ambos medios de cultivo, con extracto de Argemone mexicana y
Datura stramonium los tratamientos que estimularon en mayor proporcion la
produccion de clamidosporas con relacion al testigo. Los tratamientos en que hubo
inhibicion de la produccién de clamidosporas fueron con el aislamiento de Pc10,

en medio de cultivo Czapek y HMA con R. raphanistrum y N. oleander (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Media de la concentracion de clamidosporas de P. c. var.
chlamydosporia en presencia de extractos vegetales acuosos. Literales distintas
significa diferencias entre tratamientos.

TRATAMIENTO MEDIA CME
cazpek + PC341 + Argemone mexicana 313 a 1.202
HMA + PC341+ Datura stramanirium 310 a 1.155
cazpek + PC10 + Datura stramanirium 25.3 ab 2.186
HMA + PC341+ Argemone mexicana 227 b 2.603
cazpek + PC10 + Argemone mexicana 19.7 b 1.764
cazpek + PC341 + Datura stramanirium 19.7 b 2.5
cazpek + PC341 + Raphanus raphinastrum 195 b 1.856
HMA + PC10 + Datura stramanirium 19.0 b 1.155
HMA + PC10 + Argemone mexicana 19.0 b 1.732
HMA + PC341 + Raphanus raphinastrum 19.0 b 1.732
HMA + PC341 + Nerium oleander 15.3 bc 2.848
cazpek + PC341 + Nerium oleander 145 ¢ 1.5
cazpek + PC10 TESTIGO 13.7 ¢ 1.202
cazpek + PC341 TESTIGO 13.0 c 1.528
HMA + PC341 TESTIGO 12.3 cd 0.882
HMA + PC10 TESTIGO 10.7 d 1.453
cazpek + PC10 + Raphanus raphinastrum 10.0 d 1

cazpek + PC10 + Nerium oleander 9.0 d 1.732
HMA + PC10 + Raphanus raphinastrum 9.0 d 1.155
HMA + PC10 + Nerium oleander 57 e 0.882

CME= cuadrado medio del error (F=17.4, gl=2, P < 0.01).

Ademas se analizaron los resultados dependiendo del tratamiento, utilizando un
analisis de varianza de dos vias, en donde las variables fueron el el medio de
cultivo y el extracto. Como resultado para el aislamiento Pc341 se encontraron
diferencias entre los tratamientos (F=7.7, ¢l=2,19, P<0.001) y que
independientemente del medio de cultivo ya que no se encontré interaccion entre
los medios (F=0.15, g¢gl=1,19, P=0.71). Las diferencias son mayormante
influenciadas por el extracto aplicado (F=72.07, gl=3,19, P<0.001) (figura 7) siendo
D. stramonium y A. mexicana los extractos que estimularon la produccion de

clamidosporas.
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Para el aislamiento Pc10 si influy6é el medio de cultivo utilizado (F=7.19, gl=1,19,
P=0.015), aunque también influyé el extracto adicionado (F=33.23, gI=3,19,
P<0.001) (Figura 8).

Es por eso que con los resultados obtenidos se debe considerar principalmente
para el aislamiento Pc341 la posibilidad de combinarlo con N. oleander y R.
raphanistrum ya que podria estar afectando el establecimiento y desarrollo del

hongo en presencia de estos extractos en el suelo.

6.4 Efecto de los extractos vegetales acuosos sobre la movilidad de
juveniles de segundo estadio de Meloidogyne incognita

Este ensayo nos mostré algunos de los diferentes efectos que pueden ocasionar
los extractos vegetales acuosos, basados en estos efectos, los tratamientos se

agruparon en tres grupos (cuadro 4).

Grupo 1: efecto nematicida, ya que no hay una recuperacion de la movilidad
posterior a la aplicacion del tratamiento (figura 9), Este grupo muestra el efecto
mas deseable, ya que en condiciones de campo el efecto nematicida disminuiria la
poblacién del indculo del nematodo y por tanto la infeccidén seria menor.

Grupo 2. Efecto nematostéatico, aunque no es el mas deseable en términos de
recuperacién del nematodo, puede resultar también de utilidad ya que al haber
una pérdida temporal de la movilidad el nematodo, ésta puede afectar su eficiencia
en localizar y penetrar al hospedante o hacerlo presa de enemigos naturales.
Finalmente el grupo 3. Lo conforman los extractos que se comportaron en forma
similar al testigo.

Una de la plantas probadas en este trabajo con efecto nematicida es Thymus
vulgaris la cual contiene timol del que se conoce que tiene actividad nematicida
contra Meloidogyne spp. (Soler-Serratosa et al., 1996).

Otro caso es el de Pérez et al. (2003) que realizaron un trabajo en el que
observaron que es posible reducir la tasa de reproduccién de Meloidogyne tanto

en in vitro como en condiciones de invernadero al evaluar incorporar enmiendas
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organicas elaboradas con algunos miembros de la familia Asteraceae entre ellas

C. officinalis al lograr un efecto nematicida.

Cuadro 4. Media del porcentaje de J2 mdviles de Meloidogyne incognita por la
adicion de 22 extractos vegetales acuosos, en cinco diferentes tiempos.

TRATAMIENTO 1hr 3hr 12hr 36hr 72hr
TESTIGO 100 100 100 100 74.92
Grupo 1: EFECTO NEMATICIDA

Thymus vulgaris 100 51.58 51.58 0.00 0.00
Raphanus raphanistrum 100 40.13 36.00 22.00 8.00
Calendula officinalis 100 100 39.78 17.27 16.57
Chenopodium album 4244 15.60 11.30 3.80 0.00
Grupo 2: EFECTO NEMATOSTATICO

Acacia farnesiana 66.38 36.80 66.98 28.08 74.00
Argemone mexicana 100 100 19.08 80.00 54.40
Chenopodium ambrosioides 100 2500 6829 2073 0.80
Cyperus rotundus 100 100 14.31 86.32 67.53
Datura stramonium 100 97.60 43.95 100 71.75
Eucalyptus globulus 100 91.49 41.67 94.11 30.87
Jatropha curcas 100 96.40 13.20 83.78 62.57
Melia azedarach 100 100 32.80 97.83 65.88
Mentha spicata 100 99.20 43.03 97.83 61.85
Nerium oleander 100 60.03 66.39 75.04 67.98
Ocimum basilicum 100 13.00 55.49 97.60 53.58
Prosopis glandulosa 100 15.56 2.40 72.80 67.97
Ricinus communis 100 8.52 8.52 47.00 57.20
Grupo 3: SIN EFECTO

Bidens pilosa 100 100 68.85 97.20 62.40
Lantana camara 81.80 98.00 84.47 64.10 54.86
Origanum vulgare 100 100 79.05 64.10 60.73
Rosmarinus officinalis 100 100 100 64.10 74.64
Tagetes lucida 100 100 100 96.81 64.59
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Ejemplo que confirma el efecto logrado en este trabajo son los resultados
obtenidos por Gamal et al. (2008) en el que al evaluar 27 plantas, observaron que
al agregar 500ppm de extractos metandlicos y hexanicos de éstas, 11 de las
plantas lograron un efecto nematicida por arriba del 80%, entre ese grupo de
plantas se encuentran Chenopodium (hojas) y las semillas de Argemone mexicana
y Datura stramonium.

Es importante considerar que en trabajos publicados por diversos autores sobre
este tema, las partes de las plantas con propiedades contra nematodos utilizadas,
asi como extractos fueron procesados de diferente forma. Un ejemplo es lo
reportado por Cristébal-Alejo et al. (2006) quienes probaron el efecto de extractos
etandlicos de 55 plantas yucatecas a diferentes concentraciones y provenientes de
diferentes partes de la planta, sobre la movilidad de J2 y eclosion de M. incognita,
encontrando que el efecto estd influenciado tanto por la concentracion del
tratamiento como por la parte de la planta utilizada y en su trabajo los extractos de
las hojas de Eugenia winzerlingii fueron los que lograron mayor porcentaje de

mortalidad.

Uno de los compuestos que estan presentes comunmente en la mayoria de
enmiendas organicas es el amonio, el cual se produce durante el proceso de
descomposicion de material vegetal (Hobbs et al., 1999), a lo que se puede atribuir
el efecto en la movilidad del nematodo, ya que recordemos que la cuticula del
nematodo contiene un capa proteica semipermeable que puede ser degradada por

diversos compuestos y esto afectar la fisiologia del nematodo.

Observando los resultados obtenidos en este ensayo y los antecedentes de otros
ensayos vemos que la diferencia en los efectos de las plantas sobre los J2 de
Meloidogyne incognita pueden ser variables, ya sea por la forma de aplicacion, el
tiempo de exposicion con el tratamiento, la concentracion y al complejo de

compuestos presente en cada uno de los extractos.

Una razon probable de los extractos que no dieron resultados es, que aunque son
plantas con propiedades contra nematodos, no tienen accion sobre la poblacion de

M. incognita que se probaron; ya que se sabe que el ambiente influye en la calidad
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y cantidad de los aleloquimicos, asi como la temperatura, humedad y otros
factores que pueden permitir o no que los compuestos entren en contacto con los
nematodos o bien puede haber requerimientos especiales meteorolégicos para

gue se inicie la sintesis de compuestos aleloquimicos (Halbrendt, 1996).

6.5 Parasitismo de huevos de Meloidogyne incognita por P. c. var.
chlamydosporia en presencia de extractos vegetales acuosos en

medio sélido.

Se obtuvieron diferencias estadisticas, en donde se observé que sélo C. album, N.
oleander y T. lucida no afectan a P. c. var. chlamydosporia en su capacidad de
parasitar los huevos de M. incognita, ya que el porcentaje de parasitismo se
mantuvo por arriba del 80%, a diferencia de A. mexicana, R. raphanistrum, D.
stramonium y C. rotundus que parasitaron entre el 70 y 79% de los huevos, el
resto de los tratamientos estuvieron por debajo del 69% de parasitismo (Figura
10).

53



plo ol

% de parasitismo

>80% parasitismo

TESTIGO Cﬁe._f?opa dium album
MNerium oleander

Tagetes lucida

70 -79% parasitismo

Argemone mexicana
Raphanus raphanistrum
Datura stramonium
Cyperus rotfundus

< 69%
parasitismao

Rosmarinus oficinalis
Lantana comara

Ricinus communis
Chenopodium ambrosoides
Ocreum basidum

FProsopis glandulosa
Calenduta officinallis
Mentha spicata

Thymus vulgars
Criganum vulgare
Bidens pilosa
Melia azedarach
Jatropha curcas
Acacia fernesiana
Eucaliptus globulus
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Se sabe que los hongos nematéfagos estan provistos de enzimas capaces de
degradar la capa proteica del nematodo para poder parasitarlo y digerirlo (Peteira
et al., 2006). Para acceder a su fuente de alimentacion en el interior del huevo del
nematodo y de forma general por el modo de nutricién de los hongos, P. c. var.
chlamydosporia debe secretar enzimas extracelulares que le permitan degradar
los sustratos complejos a formas mas simples que puedan ser metabolizadas
(Lopez-Llorca et al., 2002).

También se sabe que existen compuestos en las plantas con la capacidad de
modificar procesos metabdlicos de algunos hongos (Montes-Belmont y Flores-
Moctezuma, 2011), lo que de alguna manera podria modificar la fisiologia de P.
chlamydosporia y afectar la capacidad de producir las enzimas encargadas de

degradar la capa proteica de la que esta provisto el huevo de M. incognita.

Esto también tomando en cuenta trabajos realizados como el de Khan y Saxen
(1997) en el que la integraciébn de material organico modifico la capacidad de
parasitar huevos del hongo nematéfago Paecilomyces al incorporar al suelo

enmiendas organicas para control de Meloidogyne sp.

Asi también se ha argumentado que el contenido de nutrientes del material
organico esta estrechamente ligado a la capacidad del hongo para modificar su

potencial parasitico (Morton et al., 2004).

Dados los resultados obtenidos en el presente trabajo, es de suma importancia
contemplar el efecto de los extractos sobre el parasitismo de P. c. var.
chlamydosporia sobre los huevos de M. incognita ya que es en este efecto que
esta basada la posibilidad de control del patdgeno, es por eso que en este caso
deben elegirse para experimentos futuros sélo los extractos que no afecten el

parasitismo o bien que reduzcan lo menor posible el porcentaje de parasitismo.
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6.5.1 Porcentaje de parasitismo de huevos de Meloidogyne incognita por
P. c. var. chlamydosporia en presencia de extractos vegetales

acuosos en medio nutritivo liquido.

En el ANOVA realizado, tomando como variables el tiempo en el que se efectud la
toma de los datos, el tratamiento vegetal y el aislamiento, se encontraron

diferencias debido a la interaccion de éstas (F=5.33, gl=1, 6, 1 P<0.001).

También se encontraron diferencias atribuidas al tiempo para cada uno de los
tratamientos (LSD 0.05=3.74). Al comparar los tratamientos entre si se

encontraron diferencias significativas (LSD 0.05= 4.02) (Figura 11).

Como podemos observar ambos aislamientos de P. chlamydosporia se vieron
afectados por los extractos vegetales en su capacidad de parasitar los huevos de
M. incognita. El extracto que inhibié en mayor medida el porcentaje de parasitismo

en ambos aislamientos fue la muesra con origen africano de Crotalaria sp.
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Figura 11. Media del porcentaje de parasitismo de huevos de P. c. var. chlamydosporia aislamientos Pc341 y Pc10 sobre
huevos de M. incognita en medio de extracto de levadura (EL).
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En ningan tratamiento se inhibié en su totalidad la capacidad de parasitar, ademas
se observd que el parasitismo es modificado por el tiempo de exposicion al
tratamiento ya que entratamientos como R. raphanistrum aunque en las primeras
24hrs el parasitismo es notoriamente inhibido, a las 48hrs se recupera,
principalmente en el aislamiento Pc341. Respecto a diferencias entre los
aislamientos el Pc10 fue mayormente afectado al inhibirse en mayor proporcion el
porcentaje de parasitismo a las 24hrs y con una notoria la recuperacion a las
48hrs posterior a la aplicacion de los tratamientos.

6.5.2 Porcentaje de parasitismo de P. c. var. chlamydosporia sobre
huevos de Meloidogyne incognita en presencia de los extractos

vegetales acuosos en suelo

Al igual que en el experimento anterior, no hubo necesidad de transformar los
datos, ya que pasaron la prueba de igualdad de la varianza (P=0.198) y la
normalidad (P=0.126).

Se encontraron diferencias por efecto del aislamiento (F=17.3, gl=1, 5; P<0.01)
aungue las diferencias mas notorias son por efecto del tratamiento de extracto
vegetal (F=39.34, gl=5, P=<0.01).

Los tratamientos superaron en porcentaje de parasitismo al control, a excepcion
del aislamiento Pcl0 con tratamiento de R. raphanistrum que se comportd
estadisticamente similar al control. Los tratamientos que promovieron el porcentaje
de parasitismo en ambos aislamientos fueron D. stramonium y A. mexicana
(Figura 12).
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Observando los resultados de los ensayos anteriores podemos afirmar que los
extractos vegetales afectan la actividad parasitica y concretamente, respecto a los
ensayos en EL y placas de A-A puede favorecerse el criterio que mencionaron
Kerry y Bourne (1996) que al parecer el exceso de carbono (nutrientes) inhibe la
produccion de enzimas implicadas en el proceso de infeccion. Relacionado con
este fendmeno, se sabe que la adicion de enmiendas organicas al suelo puede
apoyar en gran medida el aumento en las densidades del hongo, o bien inhibir el

parasitismo sobre los nematodos.

Como se menciond antes, la relacion carbono:nitrégeno es importante para el
desarrollo de hongos y ademéas que la descomposicién de la materia organica
afadida al suelo con una relacibn C:N alta puede tener como resultado la
liberacion de sustancias téxicas como son los fenoles, los cuales puden tener

actividad fungicida y/o nematicida (Oka et al., 2007).

Los resultados de los experimentos anteriores coinciden con los resultados del
trabajo realizado por Luambano-Nyoni (2009) en el que atribuyen la disminucion
del porcentaje de parasitismo de huevos de Meloidogyne sp. por P.
chlamydosporia a una relacion de carbono alta en comparacion a la concentracion

de nitrogeno.

6.6 Efecto de polvos seleccionados, solos y en combinacién con P. c.
var. Chlamydosporia, sobre plantas de frijol en suelo infestado con

Meloidogyne incognita

Respecto a la produccién de ejote, los resultados no mostraron diferencias
estadisticas entre tratamientos (F=1.09, gl=7, P=0.39), aunque al realizar un
segundo ANOVA, esta vez de dos vias, tomando factores el tratamiento y la
posicion en la hilera en que se encontraba la unidad experimental, si se
encontraron diferencias, pero éstas no se atribuyeron al tratamiento (F=13.54,
gl=7,1; P<0.001), la explicacién de este fendbmeno se la atribuye principalmente a
un exceso de radiacion en algunos de la unidades en las que la produccion se vio

disminuida.
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Ademas debe considerarse que las plantas de frijol no llevaron tareas de manejo
agricola a excepcion del tratamiento y riego cada tercer dia, lo que pudo haber

provocado la baja produccién de ejote.

Los resultados obtenidos que nos permitieron observar un efecto de los
tratamientos fue el indice de agallamiento (H=63.1, gl=7, P<0.001), siendo el
nematicida (carbofuran) y la incorporacion de los polvos de los tres vegetales junto
con P. c. var. chlamydosporia los tratamientos que redujeron en mayor medida el
indice de agallamiento con respecto al testigo, el cual mostré un agallamiento de 6
a 8 (Anexo 7) similar al de las raices que fueron utilizadas para inocular el suelo o
sustrato utilizado en este experimento. Se observo que en el caso de T. vulgaris,
al incorporar P. c. var. chlamydosporia, se disminuy6 significativamente el
agallamiento a diferencia de C. album y R. raphanistrum en los que no hubo ese

efecto (Figura 13).

El efecto de los diferentes tratamientos sobre el principal sintoma (agallamiento)
de dafo de M. incognita, nos muestra que puede haber un beneficio en la
reduccion del agallamiento por la aplicacion de polvo de plantas con propiedades
contra nematodos, y este efecto podria ser atribuido a sus propiedades quimicas
(Chitwood, 2002) o bien al enriquecer el suelo para la planta y promover el
establecimiento de organismos antagonistas a Meloidogyne sp. (Eisenback y
Griffin, 1987; Stirling, 1991). Los resultados aqui obtenidos confirman el efecto
nematicida de las 3 plantas probadas in vitro (Cuadro 4); no obstante, parece
haber un efecto sinérgico al combinarlas entre si y con el hongo P. c. var.
chlamydosporia .Si hablamos del papel antagonista de P. c. var. chlamydosporia
ante Meloidogyne, el hongo es entonces potencialmente capaz de reducir el indice
de agallamiento ocasionado por este patdégeno en el largo plazo y después de
varios ciclos de cultivo al destruir los huevos del nematodo y reducir sus niveles de
indculo en el suelo (Eapen et al., 2009; Stirling y Smith, 1998; Viaene y Abawi,
2000), aunque se le atribuyen mejores resultados a partir del segundo ciclo del

cultivo después de haber aplicado el hongo (Hernandez e Hidalgo-Diaz, 2008).
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Figura 13. Medianas del indice de agallamiento por efecto de la incorporacion de polvos vegetales y Pochonia
chlamydosporia var. chlamydosporia. Los vegetales incluidos en la ultima columna son los tratamientos Chenopodium
album, Raphanus raphinastrum y Thymus vulgaris , P.c.c. = Pochonia chlamydosporia var. chlamydosporia. Diferentes
literales indican diferencias entre tratamientos.
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Ya que para incorporar a P. c. var. chlamydosporia se utiliz6 arroz colonizado,
algunos autores dudan en atribuir el efecto sobre el indice de agallamiento solo al
hongo debido a la estimulacién de las actividades en la microflora del suelo
provocado por la materia organica afiadida, aunado a que la incorporacién de los
polvos vegetales con propiedades contra nematodos son un aporte extra de
materia organica (Rodriguez-Kabana, 1991); ya que se sabe que al adicionar
materia organica al suelo se promueve el crecimiento de P. chlamydosporia auque
se vea disminuida la capacidad parasitica debido a la disposicién de nutrientes
para el hongo (Jaffee, 2001). Entonces que se propone que los polvos vegetales
de las plantas evaluadas (y a la materia organica que los constituye) pueden
promover el desarrollo y establecimiento en el suelo de P. c. var. chlamydosporia

para mejorar la capacidad de control de M. incognita en el siguiente ciclo agricola.

Un ejemplo de resultados similares a los de este trabajo son los obtenidos por
Dhawan S.C.y Singh Satyendra (2009), en el que obtuvieron una reduccién del
indice de agallamiento en plantas de okra por Meloidogyne incognita al incorporar
carbofuran y Pochonia chlamydosporiaso, resultados que pueden equipararse en
nuestro caso al combinar la aplicacion de P. c. var. chlamydosporia y la mezcla de
los tres vegetales, con el beneficio adicional que no se usaron quimicos y el costo

es potencialmente mas bajo.

Otro caso es el trabajo en invernadero con suelo infestado con Nacobbus
aberrans, en el que a las plantas las que se les incorpord vermicomposta sola o en
combinacion con otra tactica, una de las cuales fue P. c. var chlamydosporia y otra
el nematicida carbofuran, presentaron las menores poblaciones de juveniles (J3 y
J4) y hembras maduras g-1 de raiz, asi como mayor biomasa y menor indice de
agallamiento en comparacion con los tratamientos sin vermicomposta (Pérez-
Rodriguez et al., 2010). Este hecho apoya los resultados obtenidos en el presente
trabajo, ya que al incorporar los polvos vegetales, junto con P.c. var chamydsporia

se eficiento la capacidad de reducir el dafio hecho por Meloidogyne incognita.
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Es importante recalcar que es la primera vez que se realiza un trabajo en el que se
propone la aplicacién de P. c. var c. y polvos vegetales, estos ultimo aplicados de

una forma sencilla y practicamente artesanal.

Se sabe que las principales barreras con las que se encuentran los productos
formulados a base de microorganismos son: 1) Una efectividad de control en
general menor que los productos quimicos. 2) Generalmente su accion no es
inmediata. 3) Dificultades de produccion a nivel comercial. 4) Necesidad de
resolver problemas técnicos como la sensibilidad a factores ambientales
(temperatura, radiacion UV, humedad) que presentan la mayoria de estos
productos (Boyetchko et al., 1998; Glass, 1995; Lumsden et al., 1995; Striling,
1991). Es entonces que los resultados obtenidos solucionan al menos los dos
primeros aspectos, ya que los resultados de la combinacion del hongo y los tres
vegetales con el hongo mostraron efecto similar al nematicida quimico, ademas

los resultados en cuanto a la reduccién del dafo fueron inmediatos.
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7. CONCLUSIONES
Se identifico a Meloidogyne incognita como la causante de las agallas en raiz, de

plantas de jitomate provenientes del municipio de Xochitepec, Morelos.

No se encontré6 modificacién en el desarrollo de plantas de frijol, provocadas por
los polvos de las 22 plantas consideradas con propiedades contra nematodos a

una concentracion acuosa del 1%.

Un total de 20 extractos vegetales acuosos probados no afectan el crecimiento

micelial del hongo P. c. var. chlamydosporia.

Los extractos de C. officinalis y Ch. ambrosioides inhiben el crecimiento micelial de

P. c. var. chlamydosporia.

La produccion de clamidosporas de P. c. var. chlamydosporia puede ser
estimulada al afiadir extracto vegetal acuoso de cada una de las 20 plantas que

crecen naturalmente en el estado de Morelos, México.

Los extractos vegetales acuosos de Datura stramonium, seguidos de los de
Chenopodium album y Raphanus raphanistrum, estimulan de manera significativa

la produccién de clamidosporas del hongo P. c. var. chlamydosporia.

Los extractos vegetales acuosos de Jatropha curcas y Chenopodium ambrosioides

inhiben la produccién de clamidosporas de P. c. var. chlamydosporia.

De los dos aislamientos evaluados respecto a la produccion de clamidosporas en
presencia de extractos vegetales acuosos, solo N. oleander provocé inhibicién en
el aislamiento Pc10 de P. c. var chlamydosporia.

Los extractos vegetales de 17 de las 22 plantas colectadas en el estado de
Morelos tienen la capacidad de provocar efectos nematicidas o nematostaticos

sobre juveniles de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita.

Los extractos vegetales acuosos de Chenopodium album, Calendula officinalis,
Raphanus raphanistrum y Thymus vulgaris tienen un efecto nematicida sobre los
J2 de M. incognita.
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Al afiadir extractos vegetales acuosos en medio de cultivo sélido, 19 de las 22 de
ellos disminuyeron el porcentaje de parasitismo de huevos de M. incognita por P.

c. var. chlamydosporia.

En medio nutritivo liquido, los extractos acuosos de las cinco plantas evaluadas
inhibieron de forma significativa el porcentaje de parasitsmo de huevos de M.

incognita por P. c. var. chlamydosporia.

El porcentaje de parasitismo de huevos de M. incognita por P. c. var.
chlamydosporia se incrementa al afiadir extracto acuoso de, Argemone mexicana,
Chenopodium album, Datura stramonium, N. oleander y R. raphanistrum en suelo

estéril.

Los polvos de Thymus vulgaris, Calendula officinalis y Chenopodium album
afadidos individualmente al suelo son capaces de reducir el indice de
agallamiento de raices de frijol provocadas por Meloidogyne incognita a nivel

invernadero.

Al incorporar la mezcla de polvos de Thymus vulgaris, Calendula officinalis y
Chenopodium album junto con el hongo P. c. var. chlamydosporia al suelo se logra
un efecto similar en el indice de agallamiento en raices de frijol sembradas en

invernadero al que se obtiene al afiadir nematicida carbofuran.
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8. PERSPECTIVAS

Ya que se logré una efectividad de control similar a la lograda por un nematicida
guimico y se obtuvieron resultados immediatos, con la adision de Ch. album, R.
raphanistrum y T. vulgaris junto con P. c. var. chlamydosporia, restaria superar las
dificultades de la produccion a nivel comercial del hongo y los polvos vegetales,
esto para resolver problemas técnicos, como la sensibilidad a factores
ambientales (temperatura, radiacion UV, humedad) que presentan, por lo que es
conveniente identificar las sustancias de los vegetales que actian tanto sobre el

hongo como el nematodo.

Ademas es necesario continuar el experimento en invernadero al menos por un
ciclo agricola mas, esto para corroborar la permanencia del hongo P. c. var.
chlamydosporia en el suelo y también confirmar que los efectos de control pueden

mejorar a lo largo de consecuentes ciclos agricolas.

67



9. LITERATURA CITADA

Adegbite, A.A. and Adesiyan, S.O. 2005. Root extracts of plants to control root-
knot nematode on edible soybean. World Journal of Agricultural Sciences.
1(1):18-21.

Altieri, M. A. and J. D. Doll. 1978. The potential of allelopathy as a tool for weed
management in crop fields. Pans 24(4): 495-502.

Avila, A., Murillo, W., Durango, E., Torres, F., Quifiones, W. y Echeverri, F. 2007.
Efectos alelopéaticos diferenciales de extractos de eucalipto. Scientia Et
Technica 33: 203-204.

Ayala, J.P. 2006. La evolucién de un evolucionista. Universitat de Valencia,
Espaia. 225 p.

Barron, G.L. 1977. The nematode destroying fungi. Topics in Mycrobiology,
Canadian Biological Publications Ltd., Canada. no. 1. Pp. 1-140.

Bauske, E.M., Rodriguez-Kabana, R., Estaun, V., Kloepper, J.W. and Robertson,
D.G. 1994. Management of Meloidogyne incognita on cotton by use of

botanical aromatic compounds. Nematropica 24: 143-150.

Bharadwaj, A. and Sharma, S. 2007. Effect of some plant extracts on the hatch of

Meloidogyne incognita eggs. International Journal of Botany 3: 312-316.

Bijloo, J.D. 1965. The “Pisum” test: a simple method for the screening of
substances on their therapeutic nematicidal activity. Nematologica 11: 643—
44,

Bourne, J.M., Kerry, B.R. and De Leji, F.A.A.M. 1994. Methods for the study of
Verticillium chlamydosporium on the rhizosphere. Supplement to Journal of
Nematology 26: 587-591.

68



Boyetchko, S., Pedersen, E., Punja, Z., Reddy, M. 1998. Formulations of
Biopesticides. Hall F.R. & Barry J.W. Editores in Methods in Biotechnology.
Humana Press, Totowa, NJ. 5. 487-508.

Byrd, D.C., Kirkpatrick, T. Jr. and Barker, K.R. 1983. An improved technique for
cleaning and staining plant tissue for detection of nematodes. Journal of
Nematology.15: 142-143.

Cardona, C., Flor, C.A., Morales, F.J. y Pastor Corrales, M. 1982. Problemas de
campo en los cultivos de frijol en América Latina. 22 ed. Centro Internacional

de Agricultura Tropical. Cali, Colombia,100 p.

Cid del Prado, I., Tovar, S.A. y Alfonsina, H.J. 2001. Distribucién de especies y
razas de Meloidogyne en Mexico. Revista Mexicana de Fitopatologia 19: 32-
39.

Chavarria-Carbajal, J.A., Rodriguez-Kabana, R., Klopeer, W.J. and Morgan-Jones,
G. 2001. Changes in populations of microorganisms associated with organic
amendments and benzaldehyde to control plant-parasitic nematodes.
Nematropica 31: 165-180.

Chitwood, D.J. 2002. Phytochemical based strategies for nematode control. Annual
Review of Phytopathology 40: 221-49.

Chiwood, D. and Lusby, W. 1991. Metabolism of plant sterol by nematodes. Lipids
26: 619-627.

Choi, I.LH., Kim, C.S. Shin, S.C. and Park, LK. 2007. Nematicidal activity of
monoterpenoids against the pine wood nematode (Bursaphelenchus

xylophilus). Russian Journal of Nematology 15: 35-40.

Cristébal-Alejo, J., Tun-Suarez, J.M., Moguel-Catzin, S., Marban-Mendoza, N.,
Medina-Baizabal, L., Sima-Polanco, P., Peraza-Sanchez, S.R. and Gamboa-
Angulo, M.M. 2006. Sensitivity of Meloidogyne incognita to extracts from

native yucatecan plants. Nematropica 36:89-97.

69



Coyne, D.L., Nicol, J.M. and Claudius-Cole, B. 2007. Practical plant nematology: a
field and laboratory guide. SP-IPM Secretariat, International Institute of

Tropical Agriculture (IITA), Cotonou, Benin.

Curtis, M.C., Robinson, A.F. and Perry, R.N. 2009. Chapter 6: Hatch and Host
location. In Root- Knot Nematodes (Eds. Perry, R.N., Moens, M. and Starr
J.L.). CABI, UK., pp. 139-163.

De Leij, F.AAAM. and Kerry B.R. 1991. The nematophagus fungus Verticillium
chlamydosporium Goddard, as a potential biological control agent for

Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood. Revue de Nématologie 14:157-164.

Deacon, J.W. 1997. Modern Mycology. Third edition. Blackwell Science, Oxford,
U.K., 303 pp.

Desjardins A.E, McCormick S.P. Plaisted R.L and Brodie B.B. 1997. Association
between solavetivone production and resistance to Globodera rostochiensis

in potato. Journal of Agricultural Food Chemistry 45: 23-26.

De Waele, D. and Elsen, A. 2007. Challenges in tropical plant nematology. Annual
review of Phytopatology 45:457-485.

DGAPE y AS, Direccion General Adjunta de Planeacion Estratégica y Analisis
Sectorial. 2009. <http://w %20FRIJOL.pdf> [dltima consulta 27 de Agosto del
2011]

Dhawan S.C.y Singh Satyendra (2009). Compatibility of Pochonia chlamydosporia
with Nematicide and Neem Cake against Root-Knot Nematode, Meloidogyne

incognita Infesting Okra. Indian Journal of Nematology 39 (1): 87-89
Duke, J. 2008. Phytochemical data base. http://www.ars-grin.gov/duke

Eapen, J.A., Beena, B. and Ramana, K.V. 2009. Field evaluation of Trichoderma
harzianum, Pochonia chlamydosporia and Pasteuria penetrans in a root knot
nematode infested black pepper (Piper nigrum L.) garden in India. Journal of
Plantation Crops 37: 196-200.

70


http://www.ars-grin.gov/duke

Eisenback, J.D.A. and Griffin, G.D. (1987). Interactions with other nematodes. In:
J.A. Veech and G.W. Dickson (Eds.). Vistas on Nematology. Society of
Nematologists, Hyattsville, MD, USA., pp. 313-320.

Evans A.F. and Perry R.N. 2009. Chapter 9: Survival Mechanism. In Root- Knot
Nematodes (Eds. Perry, R.N., Moens, M. and Starr, J.L.). CABI, U.K., pp.
201-213.

Fahey, J.W., Zalemann, A.T. and Talalay, P. 2001. The chemical diversity and
distribution of glucosilonates and isothiocyanates among plants.
Phytochemistry 56: 5-51.

Ferris, H. and Zheng L. 1999. Plant sources of Chinese herbal remedies: Effects
on Pratylenchus vulnus and Meloidogyne javanica. Journal of Nematology 31:
241-263.

Flores-Camacho, R., Bourne, J.M., Cid del Prado-Vera, |., Manzanilla-L6pez, R.H.
and Martinez, G.A. (2001). Selection of Mexican Verticillium
chlamydosporium (Goddard) strains to control Nacobbus aberrans (Thorne,
1935) Thorne and Allen, 1944. Nematropica 31: 132 (abstract).

Flores-Camacho, R., Manzanilla-L6pez, R.H., Cid del Prado-Vera, |. and Martinez
Garza, A. (2007). Control de Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) Thorne &
Allen, 1944 con Pochonia chlamydosporia (= Verticillium chlamydosporium)
(Goddard) Zare y W. Gams. Revista Mexicana de Fitopatologia 25: 26-34.

Flores-Camacho, R., Atkins, S.D., Manzanilla-L6pez, R.H., Cid del Prado-Vera, I. y
Martinez-Garza, A. 2008. Caracterizacion de aislamientos mexicanos de
Pochonia chlamydosporia var. chlamydosporia (Goddard) Gams y Zare para

el control biolégico de Nacobbus aberrans (Thorne) Thorne y Allen. Revista

Mexicana de Fitopatologia 26: 93-104.

71



Franco-Navarro, F., Pérez-Rodriguez, |., Doroteo-Mendoza, A., Vilchis-Martinez,
K., Hernandez-Pérez, M.A., Gonzalez-Cornejo, B., Miranda-Damian, J. 2006.
Estado actual del conocimiento de Pochonia chlamydosporia en México.
Memorias, XXIX Congreso Nacional de Control Biolégico, Manzanillo,

Colima, México, pp. 65-69.

Franco-Navarro, F., Vilchis-Martinez, K. and Miranda-Damian, J. 2009. New
records of Pochonia chlamydosporia from México: Isolation, root colonization

and parasitism of Nacobbus aberrans eggs. Nematropica 39: 133-142.

Frans, A.A., De Leij, F.A.A.M. and Kerry, B.R. 2001. The nematophagous fungus
Verticillium chlamydosporium (Goddard), as potential biological control agent
for Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood. Revue de Nématologie 14: 157-
164

Gamal, A.E., Dong, W.L., Jung, C.P., Hwang, B.Y. and Ho, Y.C. 2008. Evaluation
of various plant extracts for their nematicidal efficacies against juveniles of

Meloidogyne incognita. Journal de Asia-Pacifico Entomologia 11: 99-102

Gams, W. 1988. A contribution to the knowledge of nematophagous species of
Verticillium. Netherlands Journal of Plant Patholology 94: 123-148.

Glass, D. J. 1995. Biotic effects of soil microbial amendments. In: Soll
amendments. Impacts on Biotic Systems (Ed. Rechcigl, J.E.) Lewis
Publishers, CRC Press, Inc. pp 885-886.

Grainge, M. and Ahmed, S. 1988. Handbook of plants with pest-control properties.
John Wiley and Sons, New York, USA. 470 p.

Greco, N. and Di Vito, M. 2009. Population dynamics and damage levels. In Root-
Knot Nematodes (Eds. Perry, R.N., Moens, M. and Starr J.L.). CABI, U.K., pp.
46-69.

Guedes, C.M., Melo De Souza, C., De Morais, V., Alves De Carvalho, G.E. e De

Paiva F.S. 2002. Efeitos de extratos aquosos de tiririca sobre a germinacao

72


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B8JJN-4SH7D18-2&_user=5675020&_coverDate=06%2F30%2F2008&_rdoc=10&_fmt=high&_orig=browse&_srch=doc-info(%23toc%2343731%232008%23999889997%23693437%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=43731&_sort=d&_docanchor=&_ct=12&_acct=C000059048&_version=1&_urlVersion=0&_userid=5675020&md5=f6b1d7791ead1d231ffd753662b12c2c
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B8JJN-4SH7D18-2&_user=5675020&_coverDate=06%2F30%2F2008&_rdoc=10&_fmt=high&_orig=browse&_srch=doc-info(%23toc%2343731%232008%23999889997%23693437%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=43731&_sort=d&_docanchor=&_ct=12&_acct=C000059048&_version=1&_urlVersion=0&_userid=5675020&md5=f6b1d7791ead1d231ffd753662b12c2c
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B8JJN-4SH7D18-2&_user=5675020&_coverDate=06%2F30%2F2008&_rdoc=10&_fmt=high&_orig=browse&_srch=doc-info(%23toc%2343731%232008%23999889997%23693437%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=43731&_sort=d&_docanchor=&_ct=12&_acct=C000059048&_version=1&_urlVersion=0&_userid=5675020&md5=f6b1d7791ead1d231ffd753662b12c2c

de alface, pimentdo e jil6 e sobre a divisdo celular na radicula de alface.
Ceres 49: 1-11.

Hans-Borje, J. 1985. The biology of the nematophagous fungus Drechmeria
coniospora. In Fitonematologia Avanzada (1). Marban-Mendoza, N. and
Thomason I.J. (Eds.). Colegio de Postgraduados, Chapingo, México, pp. 177-
194.

Halbrendt, J.M. 1996. Allelopathy in the management of plant parasitic nematodes.

Journal of Nematology 28: 8-14.

Hernandez, M.A. e Hidalgo-Diaz L. 2008. KlamiC: Bionematicida agricola
producido a partir del hongo Pochonia chlamydosporia var. catenulata
Revista de Proteccion Vegetal 23: 131-134

Hidalgo, L. (2000). Potencialidades de cepas autdctonas de V. chlamydosporium
(Goddard) como agente de control bioldgico de Meloidogyne spp. Tesis por
el grado de Doctor en Ciencias Agricolas. UNAHCENSA. pp. 93-94.

Hidalgo-Diaz, L., Bourne, M.J., Kerry, B.R. and Rodriguez, M.G. 2000.
Nematophagus Verticillium spp. in soil infested with Meloidogyne in Cuba:
isolation and screening. International Journal of Pest Managament 46: 277-
284.

Hobbs, P.J., Misselbrook, T.H. and Pain, B.F. 1999. Characterisation of odorous
compounds and emissions from slurries produced from weaner pigs fed dry

feed and liquid diets. Journal of Science Food Agriculture 73: 437-445.

Hunt, D. J. Handoo, Z. A. 2009. Chapter 3 Taxonomy, identification and principal
species. In Root- Knot Nematodes (Eds. Perry, R.N., Moens, M. and Starr
J.L.). CABI, U.K., pp. 55-88.

Jaffee, B.A. and Zasoski, R.J. 2001. Soil pH and the activity of a pelletized
nematophagous fungus. Phytopathology 91: 324-330

73



Khan, T.A. and Saxen, S.K. 1997. Integrated management of root knot nematode
Meloidogyne javanica infecting tomato using organic materials and

Paecilomyces lilacinus. Bioresource Technology 61: 247-250.

Karssen, G. 2002. The plant-parasitic nematode genus Meloidogyne Goldi, 1892
(Tylenchida) in Europe. Brill Leiden, Boston, Kéln, 157 p.

Kaskavalaci, G. and Civelek, H. S. 2009. Effects of two plants extracts on the

damage of Meloidogyne incognita in tomato plants. Ekoloji 18: 16-22.

Kerry, B.R. 1995. Ecological considerations for the use of the nematophagous
fungus, Verticillium chlamydosporium, to control plant parasitic nematodes.
Canadian Journal of Botany 73: 565-570.

Kerry, B.R. and Bourne, J.M. 1996. The importance of rhizosphere interactions in
the biological control of plant parasitic nematodes a case study using

Verticillium chlamydosporium. Pest Science 47: 69-75.

Kogiso, S., Wada, K. and Munakata, K. 1976. Odoracin, a nematicidal constituent
from Daphne odora. Agricultural Biological Chemistry 40: 2119-2120.

Kokalis-Burelle, N. and Rodriguez-Kdbana, R. 2006. Allelochemicals as
biopesticides for management of plant parasitic nematodes. In: Inderjit and K.
G. Mukerji (Eds.). Allelochemicals: biological control of plant pathogens.

Springer. Netherlands, pp. 15-30.

Krischik, V.A. and Denno, R.F. 1983. Individual, population, and geographic
patterns in plant defense. In: Denno, R.F. and Mcclure, M. (Eds). Variable
plants and herbivores in natural and managed systems. Academic Press,
New York, USA., pp. 463-512.

Laynez-Garsaball, J.A. y Méndez-Natera, J.R. 2006. Efectos de extractos acuosos
del follaje del corocillo (Cyperus rotundus) sobre la germinacion de semillas y

el crecimiento de plantulas de caraota (Phaseolus vulgaris). Boletin del

74



Centro de Investigaciones Bioldgicas, Universidad del Zulia, Maracaibo,
Venezuela 40: 207-226.

Langenheim, J.H. 1994. Higher plants terpenoids: a phytocentric overview of their

ecological roles. Journal of Chemical Ecology 20: 1223-1280.

Ley de Desarrollo Rural Sustentable (LDRS). 2001. Texto vigente Ultimas reformas
publicadas DOF 18-06-2010. Art. 3° Fraccion XXII.

Lépez, J.H. 1990. Evaluacién de la resistencia de cuatro variedades de frijol
comun al nematodo nodulador de la raiz (Meloidogyne) en condiciones de

invernadero. Facultad de Ciencias Agrondémicas, Universidad de El Salvador.

66 pp.

Lopez-Llorca, L., Olivares-Bernabeu, C., Salinas, J., Jansson, H. and Kolattukudy,
H. 2002. Pre-penetration events in fungal parasitism of nematode eggs.
Mycology Research 106: 499-506.

Luambano-Nyoni, N. 2009. Potential of biocontrol agents and compatible cultural
practices for root-knot nematode management in tomato. Thesis Doctor of
Philosophy in Plant Nematology Department of Plant Science and Crop

Protection, Faculty of Agriculture University of Nairobi, pp 113-124.

Lumsden, R. D., Lewis, J. A., Fravel, D. R. 1995. Formulation and delivery of
biocontrol agents for use against soilborne plant pathogens. In: Biorational
Pest Control Agents. Formulation and delivery. (Eds. Hall F.R. & Barry J.W.)
American Chemical Society, Washington, DC. pp 1-18.

Lyons, J.M., Keith, A.D. and Thomas, |.J. 1975. Temperature-induced phase
transitions in nematode lipids and their influence on respiration. Journal of
Nematology 7: 98-104.

Mahmood, A. and Siddiqui, Z.A. 1993. Effect of phenolics on the growth of tomato
and reproduction of Rotylenchulus reniformis. Nematologia Mediterranea 21:
97-98.

75



Mahajan, R., Singh, P., Bajaj, K.L. and Kalsi, P.S. 1986. Nematicidal activity of
some sesquiterpenoids against root knot nematode (Meloidogyne incognita).
Nematologica 32: 119-23.

Marban-Mendoza, N., Dicklow, M. and Zuckerman, B. 1989. Evaluation of control
of Meloidogyne incognita and Nacobbus aberrans on tomato by two

leguminous plants. Revue de Nématologie 12: 409-412.

Martinez-Fuentes, R., Tovar-Soto, A. y Torres-Coronel, R. 2010. Penetraciéon y
establecimiento de Nacobbus aberrans [(Thorne 1993) Thorne y Allen), 1944]
Poblacion Chapingo en cultivares de frijol (Phaseolus vulgaris L.). Revista

Mexicana de Fitopatologia 28: 61-63.

Mena, C.J. y Velazquez, R.V. 2010. Manejo integrado de plagas y enfermedades
de frijol en Zacatecas. Folleto Técnico No. 24. Campo Experimental
Zacatecas. CIRNOC-INIFAP, 83 pp.

Moens, M., Perry, R.N. and Starr, J.L., 2009. Meloidogyne species- a Diverse
Group of Novel and Important plant parasites. In: Root-Knot Nematodes (Eds.
Perry, R.N., Moens, M. and Starr, J.L.). CABI, U.K., pp. 8-9.

Montes-Belmont, R. 2000. Nematologia vegetal en México, Investigacion

documental. Sociedad Mexicana de Fitopatologia. Segunda edicion, 98 pp.

Montes-Belmont, R. 2009. Diversidad de compuestos quimicos producidos por las
plantas contra hongos fitopatégenos. Revista Mexicana de Micologia 29: 73-
82.

Montes-Belmont, R. y Flores-Moctezuma, H.E. 2011.La alelopatia como base
cientifica para el manejo de nematodos fitoparasitos. En: Rodriguez-
Herndndez, C., Lopez-Olguin, J. F. y Aragon-Garcia, A. (Eds.). Alternativas
ecoldgicas contra plagas. Agricultura sostenible 7. Colegio de Postgraduados

y Benemérita Universidad Autébnoma de Puebla, pp. 167-182.

76



Morton, C.O., Hirsch, P.R. and Kerry, B.R. 2004. Infection of plant-parasitic
nematodes by nematophagous fungi - a review of the application of molecular
biology to understand infection processes and to improve biological control.
Nematology 6: 161-170.

Munakata, K. 1983. Nematocidal natural products. In: Whitehead D.L. and Bowers,
W.S (Eds). Natural Products for innovative pest management. Oxford:
Pergamon. U.K., pp. 299-310.

Natarajan, N., Cork, A., Boomathi, R., Pandi, R., Velevan, S. and
Dhakshnamoorthiy, G. 2006. Cold aqueous extracts of african marigold,
Tagetes erecta for control tomato root knot nematode Meloidogyne incognita.
Crop Protection. 25: 1210-1213.

Nelson, B.R. 1979. The evolution of parasitic fitness. In: Horsfall J.G. and Dimond,
A.E. (Eds). Plant Disease: An Advanced Treatise Vol. IV. Academic Press,
New York, pp. 23-46.

Njoku, C.J., Zeng, L., Asuzu, L.U. Orbelies, N.H. and McLaughlin, L. 1997.
Oleanolic acid, a bioactive component of the leaves of Ocimum gratissimum

(Lamiaceae). International Journal of Pharmacognosy 35: 134-137.

Nogueira, M.A. de Oliveira, J.S. Ferraz, S. and dos Santos, M.A. 1996. Nematicidal
constituents in Mucuna aterrima and its activity on Meloidogyne incognita

race 3. Nematologia Mediterranea 24: 249-52.

Osman, A.A. and Viglierchio, D.R. 1988. Efficacy of biologically active agents as
non traditional nematicides for Meloidogyne javanica. Revue de Nématologie
11: 93-98.

Oka, Y., Shapira, N. and Fine, P. 2007. Control of root-knot nematodes in organic
farming systems by organic amendments and soil solarization. Crop
Protection 26: 1556-1565.

77



Palacios, A.C. y Sosa Moss, C. 1970. Resistencia genética de algunas variedades
de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) al ataque de Meloidogyne spp.
Agrociencia Serie D 9: 119-125.

Pérez, M.P., Navas-Cortés, J.A., Pascual-Villalobos, M.J. y Castillo, P. 2003.
Nematicidal activity of essential oils and enmendments from Asteraceae

against root-Knot nematodes. Plant Pathology 52: 395-401.

Pérez-Rodriguez, I., F. Franco-Navarro, I. Cid del Prado-Vera, E. Zavaleta-Mejia.
2010. Control of Nacobbus aberrans in chili pepper (Capsicum annuum L.) by
the combination of organic amendments, nematophagous fungi and
nematicides. Nematropica 41:122-129.

Perry, R.N., Moens, M. and Starr, J.L. (Eds). 2009. Root-Knot nematodes. CABI.
Oxfordshide, U.K., 520 pp.

Peteira, B., Esteves, |. e Hidalgo-Diaz, L. 2006. Deteccion de proteasas
producidas por Pochonia chlamydosporia en medio sélido. Revista
Proteccion Vegetal 21: 186-190.

Potter, M.J., Davies, K. and Rathjen, A.J. 1998. Suppresive impact of
glucosilonates in Brassica vegetative tissues on root lesion nematode

Pratylenchus neglectus. Journal of Chemical Ecology 24: 67-80.

Poinar, G.O., Acra, A. and Acra, F. 1994. Earliest fossil nematode (Mermithidae) in
Cretaceous Lebanese amber. Fundamental and Applied Nematology 17: 475-
477.

Rao, M.S., Reddy, P.P., Mittal, A., Chandravadana, M.V. and Nagesh, M.1996.
Effect of some secondary metabolites as seed treatment agents against

Meloidogyne incognita on tomato. Nematologia Mediterranea 24: 49-51.

Renukappa, T., Ross, G., Klaiber, B., Vogler, B. and Kraus, W. 1999. Application of
high perfomance liquid chromatography coupled to nuclear magnetic
resonance spectrometry and bioassay for determination of active saponins

from Bacopa moniera Wettst. Journal of Chromatography 847 A: 109-116.

78



Rich, J.R, Keen, N.T. and Thomason, I.J. 1977. Association of coumestans with
the hypersensitivity of lima bean roots to Pratylenchus scribneri. Physiological
Plant Pathology 10: 105-116.

Rodriguez-Kabana, R. 1991. Control bioldgico de nematodos parasitos de plantas.
Nematropica 21: 111-122.

Saleh, M.A., Abdel Rahman, F.H., Ibrahim, N.A. and Taha, N.M. 1987. Isolation
and structure determination of new nematicidal triglyceride from Argemone

mexicana. Journal of Chemical Ecology 13: 1361-70.

Sayre, R.M., Patrick, Z.A. and Thorpe H.J. 1965. ldentification of a selective
nematicidal component in extracts of plant residues decomposing in soil.
Nematologica 11: 263-68.

Salas, F., Luis, A. y Vargas, G.E. 1984. El nematodo foliar Aphelenchoides besseyi
Christie (Nematoda: Aphelenchoidea) como causante de la falsa mancha
angular del frijol en Costa Rica. Nota técnica. Agronomia Costarrisense 8: 65-
68.

Santoro, |., Sorribas, F.J. and Ornat, C. 1998. Deteccion de hongos parasitos de
huevos de Meloidogyne en cultivos horticolas A: 1ll Jornada de Proteccion
Vegetal. Viticultura Enologia Profesional. Proteccion vegetal. Barcelona, 20
de noviembre de 1998. pp. 1-5.

Sangwan, R.S., Sangwan, N.S. and Luthra, R. 1993. Metabolism of acyclic
monoterpenes: Partial purification and properties of geraniol dehydrogenase
from lemongrass (Cymbopogon flexuosus). Journal of Plant Physiology 142:
129-134.

Sasser, J.N. and Carter C.C. 1985. Overview of the International Meloidogyne
Project 1975-1984. In: Sasser, J.N. and Carter, C.C. (Eds). An Advanced
Treatise on Meloidogyne. Raleigh, North Carolina State University Graphics,
USA. pp. 19-24.

79



Scheffer, F., Kickuth, R. and Visser, J.H. 1962. Die Wurzelausscheidungen von
Eragrostis curvula (Schrad.) Nees und ihr Einfluss auf Wurzelknoten-
Nematoden. Z. Pflanzenernahr. Bodenkd 98: 114-20.

Servicio de Informacion Agroalimentearia y Pesquera (SIAP). 2008. México.

<www.siap.gob.mx>[ultima consultada en Febrero del 2011].

Soler-Serratosa, A., Kokallis-Burelle, N., Rodriguez-K4bana, R., Weaver, C.F. and
King, L.1996. Allelochemicals for control of plant parasitic nematodes. In vivo
nematicidal efficacy of thymol and thymol/benzaldehyde combinations.
Nematropica 26: 57-71.

Stirling, G.R. 1991. Conservation and enhancement of naturally occurring
antagonist and the role of organic matter. Biological Control of Plant Parasitic
Nematodes. CAB International, U.K., pp. 166-185.

Stirling, G.R. and Smith, L. (1998). Field tests of formulated products containing
either Verticillium chlamydosporium or Arthrobotrys dactyloides for biological

control of root-knot nematodes. Biological Control 11: 231-239.

Taba, S., Sawada, J. and Moromizato, Z. 2008. Nematicidal activity of Okinawa
Island plants on root-knot nematode Meloidogyne incognita (Kofoid and
White) Chitwood. Plant Soil 303: 207-216.

Varon de Agudelo, F. y Riedel, M.R. 1982. Principales nematodos que atacan al
frijol y su control. Guia de estudio para ser usada como complemento de la
unidad audio-tutorial sobre el mismo tema. Programa de Frijol del Centro
Internacional de Agricultura Tropical. Cali, Colombia, 37 pp. (Serie 04SB-
06.10).

Velasquez, V.R. y Gonzélez, G.N. 1991. Nematodos noduladores que atacan al
cultivo de frijol en Zacatecas. Desplegable para Productores No. 4. Campo
Experimental Zacatecas-INIFAP, SARH.

80



Verpoorte, R. 2000. Secondary metabolism. In: Metabolic engineering of plant
secondary metabolism Verpoorte, R. and Alfermann, AW. (Eds.). Kluwer
Academic Publishers. Netherlands, pp. 181-186.

Viaene, M. and Abawi, G.S. (2000). Hirsutella rhossiliensis and Verticillium
chlamydosporium as biocontrol agents of the root-knot nematode

Meloidogyne hapla on lettuce. Journal of Nematology 32: 85-100

Viglierchio, D.R. and Wu, F.F. 1989. Selected biological inhibitors for Heterodera

schachtii control. Nematropica 19: 75-79.

Widmer, T.L. and Abawi, G.S. 2000. Mechanism of suppression of Meloidogyne
hapla and its damage by a green manure of Sudan grass. Plant Disease 84:
562-68.

Wauyts, N. 2006. Interacciones entre los nematods fitoparasitos y el metabolismo
secundario de plantas, con énfasis en los fenilpropanoides en las raices.
Tesis de Doctorado (PhD) Facultad de Bioingenieria, Katholieke Universiteit

Leuven, Bélgica. Infomusa 15: 43-44.

Zasada, |.A. and Ferris, H. 2004. Nematode suppression with brassicaceous
amendments: aplication based upon glocosinplate profiles. Soil Biology and
Biochemistry 36: 1017-1024.

Zare, R. and Gams, W. 2001. A revision of Verticilium sect. Postrata. V. The

genus Pochonia, with notes on Rotiferophthora. Nova Hedwigia 73: 51-86.

Zinovieva, S.V. and Chalova, L.I. 1987. Phytoalexins of potato and their role in the

resistance to stem nematodes. Helminthologia 24: 303-309.

81



ANEXOS

Anexo 1. Extractos vegetales acuosos

Las plantas fueron colectadas en campo y se secaron a temperatura ambiente

bajo sombra por un periodo aproximado de 30 dias.
Se llevaron a un proceso de pulverizado en un molino de matrtillos.
Los polvos se mantuvieron en frascos ambar a temperatura ambiente.

Se colocaron 25¢g de polvo en 1L de agua destilada estéril a una temperatura de

4°C por un periodo de 24hrs.

Se filtr6 para eliminar el excedente de material vegetal y el liquido resultante con
un filtro Nalgene® (Rochester, New York) de 0.20um de apertura y 250ml de

capacidad.

El material obtenido se mantuvo a 4°C para su posterior uso.

Anexo 2. Obtencidon de huevos de Meloidogyne sp. (R.H. Manzanilla-Lépez,
sin publicar)

Usando plantas de jitomate (alrededor de 6-8 semanas de edad) infectadas con
Meloidogyne sp. es suspendido el riego uno o dos dias antes de su manejo para

facilitar la coleccion de las masas.

Con extremo cuidado es removido el sustrato en el que se encuentra la raiz, las

raices agalladas son separadas con ayuda de agujas de diseccion y tijeras.

El total de raices es lavado en el primer tamiz (no. 100 mallas de abertura) para
remover la mayor cantidad de tierra o sustrato posteriormente se lleva por otro
tamiz de abertura mas fina (no. 200 mallas) y finalmente se colecta el contenido

del tamiz de 40um de abertura de malla y se coloca en un recipiente de vidrio.
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Las raices desnudas son depositadas en bolsas de plastico para su posterior
manejo (puede colocarse una toalla de papel humeda en la bolsa para conservar

la humedad necesaria).

Usando un microscopio estereoscopico, pinzas finas y aguja de jeringa de insulina
0.5ml (BD ultra-fine®), se retiran con extremo cuidado las masas de huevos de la
raiz para colocarlas en agua destilada estéril contenida en un bloque excavado de
vidrio excavado (Analar®).

Del recipiente de vidrio en donde se colectd el resultante del tamiz 40um, se
toman pequefias alicuotas que se colocan en la base de una caja Petri para
buscar en ella masas de huevos que se hayan desprendido de la raiz antes

lavada, las masas obtenidas se colocan también en el bloque de vidrio excavado.

Las masas obtenidas pueden colocarse al fondo de un micro-tubo de
microcentrifuga retirando la mayor cantidad de humedad posible para ser

colocadas en refrigeracion.

De las masas obtenidas en el proceso anterior, se colocan en un bloque de vidrio
excavado con agua destilada para separar la mayor cantidad posible de la masa

gelatinosa que cubre los huevos.

Todo el contenido del bloque de vidrio excavado es colocado en un tubo estéril
para centrifuga de 50ml (Sterilin®. Staffs, U.K.) y se afora a un volumen conocido.

En ese mismo tubo se agregan el mismo volumen de NaOCI al 75% y se agita en
el vortex (Fisherbrand®) por un periodo maximo de 2min para disolver la mayor

cantidad posible de la masa gelatinosa que cubre a los huevos.

De inmediato la suspension de huevos se lleva a la campana de flujo laminar en
donde previamente se esterilizaron tres pequefios tamices de 125, 53 y 20um de
abertura de malla por un periodo de 20min bajo luz ultravioleta.

Se vierte la suspension que contiene los huevos iniciando con el tamiz de mayor

apertura, hasta los mas pequefios. El material (residuo) contenido en el tamiz de
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10um de abertura retiene los huevos. El residuo se colecta en un recipiente de
vidrio de boca ancha para repetir el procedimiento cuatro veces a partir del Gltimo

tamiz para enjuagar y eliminar todo el NaOCI de la muestra.

Por dltimo los huevos se colectan en tubos de vidrio estériles para el momento en

gue seran requeridos.

2-a. Verificacion de contaminantes.

Con el fin de descartar la presencia de organismos agenos a los huevos se tomé
una alicuota de 0.020 ml con un ndmero aproximado de 150 huevos para
colocarlos en placas de medio de cultivo A-A (agua-agar) y PDA (papa-dextrosa-
agar), con el fin de corroborar la ausencia o presencia de organismos

contaminantes después de 24, 48hrs y finalmente 5 dias después.

Anexo 3. Obtencidén de juveniles de segundo estadio (J2).

En un recipiente céncavo y de fondo plano, de plastico transparente o
preferentemente de vidrio de 10cm de diametro y 3cm de profundidad se coloca
una coladera de comun de cocina de un diametro que permita colocarlo dentro del

recipiente.
Sobre la coladera se coloca un pafiuelo desechable de papel (Kleenex).

Se llena el recipiente con agua destilada estéril hasta que toque el fondo de la

coladera y el pafiuelo se humedezca.

Sobre el pafiuelo se colocan los huevos del nematodo obtenidos en el proceso

descrito en el anexo anterior.
Finalmente se colectan 24 y 48hrs después J2 del fondo del recipiente.

Los J2 se pueden colectar en tubos de vidrio con tapa y mantenerlo en
refrigeracion hasta su utilizacion, considerando que el tiempo puede afectar la
viabilidad de los J2.
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Anexo 4. Obtencién de clamidosporas.

Partiendo de una caja Petri conteniendo al hongo P. chlamydosporia con
crecimiento de 21 dias, se le aplican 5ml de agua-agar al 5% previamente

esterilizada.

Realizar un lavado utilizando un triangulo de vidrio; lo obtenido de este lavado es

llevado a un pequefio tamiz de abertura de mallas del nimero 500.

Lo obtenido en el tamiz se colecta en un frasco de vidrio esterilizado utilizando
agua destilada estéril. Para conocer la concentracion de clamidosporas se utilizd

un hematocitémetro.

Anexo 5. Obtencién de conidias de P. c. var. chlamydosporia

A partir de placas conteniendo medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA, Oxoid
Basingstoke Hampshire, England) con crecimiento del hongo Pochonia

chlamydosporia de los aislamientos Pc341 y del Pc10.

Todo el procedimiento se llevé a cabo dentro de una campana de flujo laminar
para guardar la mejor asepsia posible. A partir de una placa de PDA con
crecimiento del hongo P.chlamydosporia, se realiza un lavado con 5ml de agua
destilada estéril utilizando un tridngulo de vidrio para desprender gentilmente el

micelio que contiene las conidias.

El producto del lavado se pasa por un tamiz de 20um de apertura. La alicuota
resultante puede ser depositada en una base de caja Petri ya que en ella se
encuentran las conidias, el micelio puede volverse a lavar con aproximadamente
10ml méas de agua destilada estéril con el fin de obtener el mayor niamero de

conidias en la muestra.

La alicuota con las conidias se colocard en un tubo estéril de 50ml para su
almacenamiento en refrigeracion hasta su utilizaciéon. Se toman 0.020ml para
realizar un conteo en el hematocitometro para conocer la concentracion de

conidias obtenida.
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Para este experimento la concentracién deseada es de 5.5x10* conidias ml™. Para
obtener esta concentracion, la solucion podra ser aforada utilizando medio nutritivo
a base de extracto de levadura (EL [50g/L]) (Mikrobiologie®, Darmstadt,
Germany). Después de haber sido aforado las conidias deben utilizarse antes de

24hrs, pues al ser un medio muy rico las conidias pueden empezar a germinar.

Anexo 6. Arroz inoculado con Pochonia chlamydosporia (modificado de
Hidalgo, 2000).

Fase Liquida
Se afiade 40g de arroz previamente enjuagado por cada litro de agua destilada.
La mezcla es calentada hasta alcanzar punto de ebullicién y se deja asi por 30min.

La mezcla es filtrada con gasa triple para ser esterilizada en autoclave 20min a
120 libras de presion.

Se deja enfriar a temperatura ambiente y se le afiaden cinco discos de medio de
cultivo con crecimiento de Pochonia chlamydosporia ademas de sulfato de

estreptomicina (50mg L™), cloranfenicoal (50mg L™) y clorotetraciclina (50mg L™).

La mezcla ya inoculada es incubada durante tres dias a 28+2°C en agitacion

constante (150rpm).
Fase solida

El arroz o maiz es lavado con agua potable hasta eliminar la apariencia lechosa
del agua (3 6 4 lavados), se escurre y deja secar en la intemperie.

El sustrato (arroz 0 maiz) es pesado, empacado (200g por cada bolsa de polipapel
de 25X35cm) y engrapado para ser esterilizado en autoclave por 20min a 120

libras de presion.

Las bolsas se dejan reposar por un periodo de 24 horas.
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Cada bolsa es inoculada con 20ml de lo obtenido de la mezcla obtenida de la fase
liqguida, para lo que se utiliza una jeringa de reposteria. Posteriormente se sella

con cinta adhesiva en la zona donde se introdujo la aguja.

Las bolsas inoculadas se incuban durante 21 dias a 28+2°C, moviéndolas cada

tercer dia.

Transcurrido el periodo de incubacién, las bolsas se abren y el sustrato se vierte

en charolas para secarlo a 40°C durante aproximadamente 48hrs.

Lo obtenido es envasado para su almacenaje o utilizacion.
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Anexo 7. Diagrama para evaluar el indice de agallamiento por nematodo

agallador (tomado de Bridge y Page (1980) en Coyne et al., 2007).

' — Mo se observan nddulos 1 — Pocas agallas pequefias,
en las raices, dificiles de encontrar,

2 — Solo agallas paquefias pero 4 — Pradomina las apallas
claramente visibles. Las raices prandes. prandes pero las raices
principales limpias. principales estan limpias.

3 — 50% de las raices afectadas.

7 — La mayoria de las raices

Apallado de alpunas de las raices principales agalladas.
principales. Sisrema radical reducidio.

# — Todas las raices principales 9 — Todas las raices pravemente 10 — Toodas las raices severamente
agallaciac inchuyendo la central. 5e agalladas. Lac plantas apalladas. Mo hay sistemna racical
nhsaman nneac raires limnias roneralments s pstdan muriendo T ax nlan s erneralments mneres
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