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RESUMEN

A partir de muestras de suelo provenientes de los diferentes tipos de explotacién: selva,
agroforestal, pastizal y maizal, de la zona de amortiguamiento de la Reserva de la Biosfera,
Veracruz obtuvieron 35 aislamientos con las caracteristicas del hongo nemat6fago Pochonia
chlamydosporia, en 30 puntos de muestreo, 20 de ellos de la variedad chlamydosporia, 5 de
catenulata y 5 con la combinacion de ambas variedades.

Todos los aislamientos provenientes de maizal fueron de la variedad chlamydosporia. En cuatro
de los provenientes de selva, cinco de agroforestal y uno de pastizal se identificé la variedad
catenulata. La combinacién de ambas variedades de P. chlamydosporia se identificaron en dos
aislamientos provenientes de selva y tres en agroforestal. El total de los aislamientos fueron
preservados mediante ultracongelacion (-80°C), ademas estos fueron evaluados para conocer el
potencial parasitico sobre los huevos de Nacobbus aberrans, utilizando cinco repeticiones con
un testigo. EI experimento se repitié para corroborar los resultados obtenidos.

Del total de los aislamientos mostraron parasitismo, 7 de ellos parasitaron por arriba del 80%, 13
de 70 a 79% y 11 por debajo de 70% los huevos del nematodo, esto independientemente de su

procedencia.



. INTRODUCCION:

En la actualidad una de las estrategias mas empleadas para el control de fitopatdgenos, es el uso
de quimicos (Franco et al., 2002); sin embargo, su costo es elevado y las restricciones de tipo
ambiental incitan a su salida del mercado en el corto plazo. Ante la necesidad de atender los
requisitos cada vez mas estrictos respecto a la inocuidad de los alimentos por parte de los
consumidores 'y exportadores, asi como al interés por preservar el ambiente, ha sido necesario
implementar alternativas de control compatibles con el ambiente y la sanidad del agroecosistema,
un ejemplo de este tipo de alternativas es el control biolégico (Flores-Camacho et al., 2007).

Entre los fitopatdgenos mas importantes para la agricultura a nivel mundial y nacional se
encuentran los nematodos inductores de agallas en las raices, debido a la severidad en los dafios
que ocasionan y al amplio rango de cultivos que son afectados. Desde hace varias décadas se sabe
que este grupo de nematodos fitopatdgenos poseen enemigos naturales, entre los que destaca un
grupo de hongos con la capacidad de capturar, matar y/o digerir nematodos y sus huevecillos
(Barron, 1977).

Uno de los hongos nematofagos que ha recibido mayor atencion en los ultimos afios por su
potencial como agente de control bioldgico es Pochonia chlamydosporia [=Verticillium
chlamydosporium (Goddard), Zare, Evans & Gams, 2001]; el cual es un parésito facultativo de
huevos de nematodos que puede encontrarse de manera natural en suelos supresivos (Kerry,
1995).

En México se conoce poco sobre la ocurrencia de este grupo de hongos nematéfagos y no ha sido
sino hasta principios del siglo, que las investigaciones al respecto han tomado curso (Franco-

Navarro et al., 2006).



A pesar de la informacidn generada hasta el momento, es necesario continuar la busqueda de
aislamientos nativos de la especie P. chlamydosporia, abarcando tanto regiones templadas como
tropicales, asi como suelos con diferentes grados de perturbacion (desde aquellos poco o nada
perturbados, hasta los destinados para uso agricola con diferente intensidad de uso). Este tipo de
estudios, sin duda alguna contribuiran a contar con una amplia gama de seleccion de aislamientos
nativos, para de ahi obtener los que potencialmente pudieran ser utilizados como agentes de
control biolégico de nematodos fitopatdgenos, principalmente aquellos que son muy dafiinos para
la agricultura nacional. Un caso importante en hortalizas en México es el nematodo falso
nodulador, Nacobbus aberrans, el cual se ha detectado en diez estados de la Republica Mexicana,
causando pérdidas significativas en la produccién de cultivos como chile (Capsicum annum L.),
jitomate (Lycopersicon esculentum Mill,) y frijol (Phaseolus vulgaris L.). El jitomate es una de
las hortalizas mas afectadas, ya que se ha reportado que en zonas donde se produce, tanto en cielo
abierto como en invernadero, las pérdidas son inclusive mayores al 80% (Franco-Navarro et al.,
2006).

Tomando en cuenta los elementos antes vertidos, para la realizacion del presente trabajo se

plantearon los siguientes objetivos:



OBJETIVOS E HIPOTESIS
Objetivo
Detectar la presencia del hongo nematéfago Pochonia chlamydosporia en la zona de
amortiguamiento de la Reserva de la Biosfera “Los Tuxtlas”, Ver. de cuatro tipos de explotacion
(selva, agroforestal, pastizal y maizal) y evaluar su capacidad para parasitar huevos del nematodo

falso nodulador Nacobbus aberrans.

Objetivos Especificos
e Obtener aislamientos nativos de P. chlamydosporia de la zona de amortiguamiento
de la Reserva de la Biosfera “Los Tuxtlas”, Ver. de cuatro diferentes tipos de
explotacion (selva, agroforestal, pastizal y maizal).
e Evaluar la capacidad parasitica in vitro de los aislamientos obtenidos, sobre huevos

del nematodo falso nodulador N. aberrans.

Hipotesis

De las muestras de suelo provenientes de la Reserva de la Biosfera “Los Tuxtlas”, Ver., de cuatro
diferentes tipos de explotacion (maizal, pastizal, agroforestal y selva) se obtendrd al menos un
aislamiento nativo de P. chamydosporia, cada uno con diferente capacidad de parasitismo en

huevos de N. aberrrans, en condiciones de laboratorio.



1. REVISION DE LITERATURA

I11.1 Control biolégico de nematodos fitopatdgenos

El objetivo de la investigacion respecto a los métodos de control bioldgico de fitopatdgenos es
modificar el entorno ecoldgico de los agentes patdgenos para que €stos no tengan un ambiente
favorable que les permita desarrollarse y causar dafios o pérdidas que impacten de forma negativa
la actividad agricola; existen varias opciones para lograrlo: 1) la liberacion regular de un namero
considerable de parasitos o depredadores de los organismos patdgenos en la zona de interés, 2)
introduccidn y establecimiento de depredadores en el area donde se desarrolla la enfermedad, 3) la
manipulacion del ecosistema para asi incrementar el numero de parasitos y depredadores y 4) la
integracion de medidas quimicas y bioldgicas de control (Webster, 1972).

El éxito de un método de control bioldgico se observa no solo con la reduccién de los sintomas
provocados por el patdgeno, sino también por una disminucion de su densidad poblacional, al
mantenerse ésta por debajo del nivel de dafio econémico (Van Driesche y Bellows, 1996).

El uso practico del control bioldgico de nematodos se acentlla en circunstancias en que la
poblacién de éstos pueda ser controlada por mudltiples técnicas, las cuales son capaces de
contribuir a reducir la infestacion de los nematodos en el suelo por efecto de competencia,
depredacion o parasitismo, estos organismos pueden someterse a estudios que delimiten su
potencial como agentes de control biolégico, tomando siempre en cuenta que deben reunir las
cualidades antes mencionadas (Kerry, 1987).

Los depredadores o paréasitos de nematodos fitopatégenos mas estudiados han sido los hongos
nematofagos, de los que se conocen alrededor de 170 especies de grupos taxondémicos muy

diversos, los cuales tienen la capacidad de matar y consumir a nematodos mediante diferentes



mecanismos, ya sea como depredadores o parasitos de estadios vermiformes, 6 bien parasitando
quistes o huevos (Hans-Borje, 1985).

Los hongos depredadores o parasitos de estadios vermiformes atrapan a sus presas por medio de
estructuras adhesivas (Arthrobotrys oligospora), ramificaciones adhesivas del micelio
(Monacrosporium cionopagum), anillos constrictores (Dactylaria brochopaga, A. anchonia) y no
constrictores (Dactylaria candida) reportadas por Barron (1977).

Todos estos organismos son saprofitos con capacidad de alimentarse de nematodos y utilizarlos
como una fuente adicional de energia, encontrdndose méas 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 segin sea el caso, para
posteriormente ser invadidos por las hifas a través de 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 6 bien producen estructuras especializadas. La sustancia
adhesiva involucrada esta constituida por compuestos del tipo lectina que se adhiere con sacaridos
especificos a la cuticula del nematodo y suele permanecer libre de particulas de suelo y materia
organica (Barron, 1977).

Por otro lado, los hongos endoparasitos o parasitos de huevos y quistes, dependen de los
nematodos como principal fuente alimenticia y su densidad en el suelo esta fuertemente ligada a
la densidad poblacional de los nematodos (Deacon, 1997).

Estos hongos endoparasitos no desarrollan micelio en forma extensiva fuera del organismo
huésped y presentan fases de resistencia cuya funcién es la diseminacion y la supervivencia bajo
condiciones adversas, un ejemplo de este tipo es Catenaria anguillulae, del cual las esporas

flageladas se mueven siguiendo un gradiente quimico originado por las secreciones del



nematodo. Otro grupo de hongos parasitos de nematodos lo conforman aquellos que presentan
conidias adhesivas como es el caso de Meritacrum asterospermum, o las especies Meria spp.,
Cephalosporium spp., y Pochonia spp., siendo este Gltimo uno de los géneros de hongos
nematofagos que han mostrado varias caracteristicas que le confieren ventajas como agente

potencial de control biol6gico de nematodos (Deacon, 1997).

I11.2 Pochonia chlamydosporia

Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare y Gams (= Verticillium chlamydosporium), esta
clasificado en la clase Deuteromycetes y forma parte de la familia Hyphomycete. Es un hongo
saproéfito con la facultad de parasitar huevos de nematodos, por lo que se le ha considerado como
un agente potencial de control biolégico de nematodos formadores de agallas, (Hernandez e
Hidalgo-Diaz, 2008). Se considerd por primera vez a P. chlamydosporia (Goddard) Zare y
Gams, antes Verticillium chlamydosporium, como parasito de quistes de nematodos después de
aislar al hongo de huevos de Heterodera schachtii Schmidt y H. avenae Woll (Frans et al., 1991).
Mas tarde, en el afio 2000 Hidalgo et al. aislaron al hongo a partir de suelo proveniente de
plantaciones de café, los aislamientos logrados se clasificaron por diferencias morfologicas,
agrupandolos en las siguientes variedades: V. chlamydosporium var. chlamydosporium, V.
chlamydosporium var. catenulatum, V. psalliotae, V. suchlasporium y un aislamiento de V.
chlamydosporium var. chlamydosporium con un largo inusual de las clamidosporas; al realizar
pruebas de parasitismo en huevos de Meloidogyne spp. los aislamientos de la variedad
catenulatum arrojaron las cifras mas altas en cuanto a parasitismo de huevos, colonizacion de

raices y produccion de clamidosporas.



Hasta principios del siglo XXI Pochonia pertenecio al género Verticillium, el cual es muy
heterogéneo, ya que se compone de organismos con diferentes habitos de vida desde saprofagos,
fitéfagos, entomofagos y, por supuesto, nematofagos; ademés de algunas especies que se
alimentan de rotiferos e inclusive de otros hongos. Fue hasta que Zare y Gams (2001) realizaron
un estudio minucioso para agrupar a los organismos ubicados en este género con criterios méas
naturales, el cual consistié en agrupaciones o clados; para lograrlo reunieron aislamientos de las
especies involucradas, los sometieron a un analisis de cadenas cortas y largas del ADN, y
definieron cuatro categorias o grupos fundamentales: en el Grupo llamado A, se agruparon
especies de héabitos sapréfitos que forman conidiéforos erectos; en el grupo B, se colocaron
especies que forman colonias de color claro y apariencia algodonosa sin presencia de
clamidosporas y de habitos entomo6fagos y micofagos. En el grupo C, se encontraron organismos
saproéfitos con conidios adhesivos y que pueden ser endoparasitos de nematodos, y finalmente en
el grupo D, se reunieron organismos saprofitos capaces de colonizar huevos y quistes de
nematodos (Zare y Gams, 2001)

Derivado del estudio realizado por Zare y Gams (2001), se propusieron nuevos generos y se
retomaron otros que ya estaban en desuso, entre ellos Pochonia, en este género se colocaron
especies caracterizadas por ser parasitas de huevos y quistes de nematodos, con capacidad para
formar clamidosporas tipicas, de pared engrosada.

La especie mas importante de este género es Pochonia chlamydosporia, actualmente dividida en
subespecies o variedades, encontradas principalmente parasitando huevos de nematodos

agalladores; estas variedades son: P. chlamydosporia var. chlamydosporia y P. c. var. catenulata.



La diferencia principal entre ambas variedades consiste en el acomodo de las conidias sobre el
conidiéforo, ya que para la primera éstas forman grupos en cabezuelas, mientras que para la
segunda, las conidias forman pequefias cadenas sobre el conidioforo (Bourne et al.,1994).
Pochonia chlamydosporia var. chlamydosporia, presenta un desarrollo del micelio relativamente
répido, de 23-28mm en 10 dias a 20°C en medio malta-agar. EI micelio es de coloracién blanca
que se torna amarilla con la aparicion de clamidosporas, las cuales se forman en el éarea del
micelio; el reverso del crecimiento es amarillo, ademas que sus conidias se agrupan formando
cabezuelas subglobosas, ovoides o elipsoidales (Fig.1:A) (Bourne et al., 1994). En el caso de P.
chlamydosporia var. catenulata, como ya se mencion0, presenta conidias agrupadas en cadena,
ademas de que sus colonias alcanzan un didmetro de 21-24 mm en 10 dias, a una temperatura de
20°C en medio malta-agar.

El micelio tiene una coloracion blanca y se torna un poco amarillenta debido a la presencia de

clamidosporas, el reverso de la colonia es amarillo (Fig. 1:B) (Bourne et al., 1994).



Fig. 1 Pochonia chlamydosporia




Caracteristicas bioldgicas

El hongo se caracteriza por tener conidioforos, los cuales generalmente son postrados y poco
diferenciados del micelio, portan de 2 a 3 fidlides por nodulo en verticilo, aunque en ocasiones
son sencillos, éstos soportan a las conidias, que se caracterizan por ser hialinas brillantes y
unicelulares. Las conidias crecen en cabezuelas o cadenas cubiertas de una sustancia adhesiva,
pueden ser desde subglobosas a elipsoidales, isodiamétricas o falcadas; producen clamidosporas
en el micelio aéreo (Zare y Gams, 2001).

Las colonias de Pochonia chlamydosporia, en general se caracterizan por alcanzar un crecimiento
en medio sélido y circular de un didmetro que va de los 15 a los 40 mm en 10 dias, cuando hay
aparicion de clamidosporas que son estructuras de resistencia del hongo, estas aseguran su
permanencia en el suelo cuando el alimento no esta presente y por lo tanto contribuye a que este
hongo sea un parasito eficiente, aln en ausencia de sus hospedantes (Bourne et al., 1994), ya que
éstas tienen la cualidad de colonizar la rizosfera sin intervenir de forma negativa o afectar el
desarrollo de la planta, por lo que ayudan a prolongar la vida del hongo en el suelo y por tanto
facilitar el parasitismo de agalladores y formadores de quistes.

Respecto a la forma de parasitar huevos de nematodos, en estudios realizados con microscopia
electronica se observd una especie de estructura de sujecion que se convierte posteriormente en un
apresorio, el cual penetra el corion del huevo y da lugar al bulbo, propiciando la formacién de
redes de micelio que colonizan el huevo (Kerry, 1995). Durante este proceso de infeccion, P.
chlamydosporia rompe la membrana de la superficie del huevo llamada corion, mediante la
utilizacion de estructuras especializadas, llevandose a cabo la desintegracion de la capa vitelina

del corion a consecuencia de la disolucion, aunque no total de la quitina y algunos lipidos.



En cuanto a la relacion de la planta con el hongo, se sabe que la planta influye de manera directa 6
indirecta en la cantidad de hongo a nivel de la rizosfera, ya que la planta suele presentar
diferencias en su capacidad para ser colonizada por el hongo, por tanto se tiene repercusion en el
grado de control de la poblacion del nematodo, asi también se ha observado que P.
chlamydosporia es mas abundante en raices infectadas por nematodos en comparacion con plantas
sanas (Kerry, 2001). Existen antecedentes de experimentos en los que el crecimiento del hongo en
raices infestadas por Meloidogyne sp. sucede después de cinco semanas, mismas que coinciden
con la aparicion de las primeras masas de huevos sobre las raices; esto crea una confusion
respecto al motivo del aumento de la densidad del hongo, si se debe, ya sea a la aparicién de las
masas de huevos o bien a la disminucion del alimento en la rizosfera (Segers et al., 1994).

Otro factor que tiene influencia en la cantidad de hongo en la raiz son sus exudados, ya que estos
promueven el cambio de estado saprofitico a parasitico; no hay certeza de la causa de este
fendmeno, pero se cree que el exceso de carbono inhibe la produccion de las enzimas dominantes
implicadas en el proceso de infeccion. Para promover la colonizacion de la raiz y el crecimiento
del hongo en ésta, se sabe que la adicién de enmiendas organicas al suelo puede ayudar en gran
medida al aumento de las densidades del hongo, o bien, contribuir a la disminuciéon del
parasitismo sobre los nematodos (Segers et al., 1994).

La importancia de la cantidad de hongo presente en la raiz es debido a que P. chlamydosporia no
produce estructuras especializadas de captura o infeccion; éste, por el contrario, posee la
capacidad de parasitar al nematodo en su etapa de huevo y en ocasiones hembras sésiles, por sus

estructuras adhesivas (Segers et al., 1994).



Pochonia chlamydosporia como alternativa de control de nematodos fitopatdgenos.

Se considerd por primera vez a P. chlamydosporia (Goddard) como parasito de quistes de
nematodos en el afio de 1974, cuando Willcox y Tribe lograron aislar al hongo a partir de huevos
de Heterodera schachtii Schmidt y H. avenae Woll (Frans et al., 1991).
A partir de entonces se han llevado a cabo trabajos para evaluar la capacidad de P.
chlamydosporia para controlar las poblaciones de nematodos agalladores como Meloidogyne sp. y
N. aberrans, un ejemplo de ello es el trabajo de Frans et al. en 1991, en el que evalué el potencial
como agente de control bioldgico de tres aislamientos de P. chlamydosporia en cultivo de tomate,
en condiciones de invernadero infestado con Meloidogyne arenaria, en donde reportd una
reduccién de los dafios ocasionados por el nematodo, por encima del 80% a partir de la tercera
generacion, después de la primera aplicacion del hongo.
P. chlamydosporia, como un agente potencial de control bioldgico de nematodos fitopatdgenos de
importancia agricola, debe cumplir con una serie de requisitos, los cuales permiten seleccionar o
discriminar entre aquellos poco efectivos de los que potencialmente pueden explotarse a escalas
mas grandes y de manera comercial. Las cinco etapas mediante las cuales cualquier aislamiento
de Pochonia chlamydosporia debe de pasar antes de su uso comercial son las siguientes (Bourne
et al., 1994):

e Colecta de aislamientos. Consiste en la extraccion del hongo, éste puede provenir del suelo

0 del nematodo, posteriormente se debe cultivar libre de cualquier organismo
contaminante.
e Evaluaciones en laboratorio. En este nivel se debe determinar el potencial de control

bioldgico de cada aislamiento previamente aislado. En esta etapa se realizan pruebas de



colonizacion de raices, parasitismo en huevos y la capacidad de producir clamidosporas en
el sustrato de crecimiento determinado.

e Determinacién de las condiciones 6ptimas para la produccion masiva de clamidosporas;
para lograrlo se pueden realizar pruebas de produccion masiva en diferentes sustratos
bajo condiciones estériles.

e Evaluacion de los aislamientos bajo condiciones de invernadero y determinacion de los
factores que pudieran limitar su eficiencia en el control de nematodos.

e 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.

e 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 sistema.
Bajo estas condiciones son importantes los monitoreos del hongo a los intervalos de
tiempo previamente establecidos.

Ya se ha demostrado la capacidad de P. chlamydosporia para parasitar huevos de nematodos
reniformes, integrando esto con otros agentes de biocontrol y algunas practicas culturales,
constituirian un excelente método de control (Kening et al., 2005).

Un aspecto fundamental en el desarrollo de un agente de control bioldgico es la estabilidad
genética del aislamiento seleccionado para la produccion masiva y su aplicacion.

La virulencia puede verse atenuada por subcultivos sucesivos del aislamiento, aunque hay

estudios con un aislamiento de una cepa cubana de P. chlamydosporia var. catenulata, el cual



demostrdé que no existe diferencia en el comportamiento de los subcultivos y que no hubo efecto
de atenuacion en la actividad enzimética (Peteira et al. , 2005).

El hongo nemat6fago P. chlamydosporia, es generalmente un parasito facultativo de nematodos
en estadios sedentarios; esta asociado a nematodos de suelos supresivos como un control natural
de nematodos formadores de quistes y agallas, por tanto es considerado como un agente potencial
de control bioldgico aplicable a suelos infestados con nematodos.

Las estrategias de biocontrol incluyen la incorporacién de P. chlamydosporia con acciones de
control cultural que permitan reducir la dependencia de nematicidas para el desarrollo del cultivar,
bajo condiciones controladas se ha logrado una reduccion de hasta un 85% en las poblaciones del
nematodo falso-nodulador (Bourne et al., 1994).

Con la informacion anterior, se inicié la busqueda de aislamientos nativos de México para evaluar
su potencial parasitico para controlar el nematodo Nacobbus aberrans (Flores, 2003), se logro la
obtencion de cepas de P. chlamydosporia var. chlamydosporia, a partir de masas de huevos y
suelo infestado con el nematodo N. aberrans, las cuales se sometieron a pruebas de parasitismo,
de las que se documentaron porcentajes por arriba del 80%, estos datos dieron pie a diversos
trabajos en los que se ha logrado integrar al manejo de este nematodo.

Uno de estos trabajos fue el realizado por Pérez (2004), en el que sometio estos mismos
aislamientos a pruebas de colonizacion de raiz de plantulas de chile, documentando un porcentaje
también mayor al 80%, esto al incorporar al hongo utilizando como vehiculo semillas de arroz,
colonizadas por P. chlamydosporia, y en el que concluye que estas cepas mostraron una alta
capacidad de permanecer en el suelo, colonizar la raiz y parasitar huevos.

Otro estudio con estas mismas cepas fue el desarrollado por Doroteo en 2006, en el cual realizo

pruebas de parasitismo en huevos de N. aberrans, y en esta ocasion logré un mayor porcentaje de



parasitismo que el reportado la primera vez de estos aislamientos; lo enriquecedor de este trabajo
fueron las pruebas de parasitismo a partir de maiz quebrado y arroz colonizado por el hongo en
base a la metodologia de produccién masiva original de Hidalgo et al. (2000) y modificada por
Pérez (2004).

Asi también es el caso del trabajo efectuado en las provincias Ciudad de La Habana y La Habana,
en la que se presentan importantes pérdidas por Meloidogyne sp., en esas areas se aplicé el hongo
ya como un producto producido de forma masiva, mezclandolo en proporcion 1:10 partes con
humus de lombriz producido a partir de estiércol vacuno, dentro de una secuencia de rotacion de
cultivos (habichuela — acelga — tomate). Al terminar el ciclo del cultivo del tomate (6 meses
después de aplicado el hongo), se obtuvo una reduccion de la poblacion de nematodos en el suelo
tratado y un 70% de colonizacién de masas presentes en las raices; ademas, se logré reducir las
poblacion de juveniles de segundo estado (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.

111.3 El nematodo falso nodulador Nacobbus aberrans (Thorne,1935) Thorne & Allen,
1944,

El nematodo falso nodulador Nacobbus aberrans es un organismo endémico de América, cuyo
impacto en México ha sido bien establecido en diferentes hortalizas principalmente chile, frijol y
jitomate, siendo esta ultima en la que mas se han enfocado los estudios, debido a que es
considerada economicamente como la méas importante por su rentabilidad, demanda de mano de

obra, rendimiento y relevancia como producto de exportacion (Hernandez, 2001).



En el estado de Hidalgo, se ha optado por el abandono del cultivo de jitomate debido a la
presencia de este nematodo y en el caso de Tecamachalco, Pue., las pérdidas en campo se han
establecido entre un 50 y un 70% (Cristébal, 2000).

Cristdébal (2000), trabajando con tres condiciones de manejo en un predio naturalmente infestado
con N. aberrans, estimo las pérdidas de produccion de jitomate en un 12%, bajo un esquema de
control integrado, en un 29% empleando précticas agrondémicas regionales y de 83% cuando no se
realizé ningun control. En frijol, Silva (1989) estimé que este nematodo puede reducir el
rendimiento entre 18% y 32% en la variedad Negro Puebla y del 18 al 36% en la variedad
Canario.

Este nematodo se reporta en México por primera vez en raices de chile en 1967 por Brunner,
actualmente se reporta como patdégeno de otros cultivos de importancia econémica como son:
jitomate (Lycopersicon esculentum L.), calabacita (Cucurbita pepo L.), frijol (Phaseolus vulgaris
L.), espinaca (Spinacea oleracea L.), acelga (Beta vulgaris L.) y amaranto (Amaranthus hybridus

L.) (Manzanilla et al., 2002).

Sintomatologia

Generalmente, las plantas infestadas por N. aberrans, no tienen el crecimiento normal en la parte
apical y tienden a marchitarse cuando hay deficiencia de humedad; las hojas pueden presentar
clorosis y las plantas pueden achaparrarse, ademas de manifestarse caida de flores y frutos y en
consecuencia la reduccion en el rendimiento (Manzanilla et al., 2002).

Los sintomas en las raices, son la presencia de agallas asi como la ausencia de raices terciarias y
fibrosas (Fig.2); es comun que se le llame a este sintoma “rosario”, por la disposicion que tienen

las agallas en la raiz.



El tamafio y forma de las agallas ocasionadas por Nacobbus son generalmente esféricas, similares
a las ocasionadas por las especies de Meloidogyne, ademas las raices laterales carecen de
extensiones (Manzanilla et al. 2002).

Fig. 2 Sintomas en raiz atacada por N. aberrans

Nacobbus aberrans posee un amplio rango de hospedantes, es capaz de sobrevivir bajo
condiciones adversas aun en ausencia del hospedante y se adapta a diferentes condiciones
ambientales que pueden ir desde templadas hasta muy frias, en un rango de actividad desde los
500 hasta los 4500 msnm (Zamudio, 1987), tiene un alta capacidad reproductiva, de ahi que este
nematodo se ha convertido en una plaga importante y dificil de controlar, principalmente si se
acude a una sola alternativa.

Morfologicamente N. aberrans se caracteriza porque las hembras tienen un solo ovario, en sus
estadios juveniles es vermiforme y movil, tanto en raices como en el suelo (Sher, 1969); al

establecerse dentro de las raices inducen la formacion de agallas, de ahi el nombre de “falso



nodulador”, esto debido a que las agallas son similares a las producidas por el nematodo

Meloidogyne spp. (Cid del Prado, 1983).

Importancia econémica

Los dafios que causa, principalmente en los cultivos de jitomate, frijol y chile, son cuantiosos al
reducir de forma importante su rendimiento; en un predio cultivado con jitomate e infestado con
Nacobbus aberrans en Rio Grande, Zac. hubo pérdidas de 12% bajo un control integrado, 29%
aplicando las labores culturales de la region y 83% sin realizar ningun control, (Cristébal, 2000).

Esta especie de nematodo se ha encontrado en diez estados de la Republica Mexicana, siendo el
jitomate uno de los hospedantes mas afectados. Del total de poblaciones reportadas en el pais,
unicamente en Melchor Ocampo (Gto.) y Zacatecas (Zac.) no afectan a este cultivo (Flores-

Camacho et al., 2007).

Control bioldgico de N. aberrans

Se conoce una gran variedad de enemigos naturales que pueden reducir en menor 0 mayor grado
las poblaciones de los nematodos fitopatdgenos, entre los que se encuentran algunos virus,
bacterias, acaros, tardigrados, nematodos depredadores y hongos, siendo este ultimo uno de los
grupos mas estudiados y el que méas se ha considerado como una alternativa viable y con mucho
potencial para el control biol6gico de nematodos fitopatdgenos, principalmente los formadores de
agallas (Rodriguez-Kabana, 1991)

Los hongos biorreguladores promisorios para el control de nematodos agalladores y formadores
de quistes, pertenecen al los géneros Paecilomyces Bainer y Pochonia (=Verticillium) Ness

(Rodriguez-Kabana, 1991).



Por los antecedentes como un agente potencial de control bioldgico de nematodos agalladores y
en los actuales aislamientos mexicanos logrados de P. chlamydosporia, ademas de las cifras
promisorias que arrojaron los estudios previos a este trabajo, (Pérez-Rodriguez et al.,2007), fue de
mucha importancia iniciar la busqueda de nuevos aislamientos de este hongo para contribuir con
alternativas de control para nematodos agalladores, por lo que derivado de un estudio de
diversidad de nematodos en la Reserva de la Biosfera “Los Tuxtlas”, Veracruz, se procedio a la

bdsqueda de aislamientos del hongo P. chlamydosporia.

IV. Zona de estudio Reserva de la Biosfera “Los Tuxtlas”, Veracruz.

La Reserva de la Biosfera “Los Tuxtlas” se localiza en el estado de Veracruz, en la Planicie
Costera del Golfo de México. Forma parte de la selva himeda neotropical y se caracteriza por la
notable diversidad vegetal y animal, asi como por ser el limite boreal extremo de la selva himeda
neotropical en el Continente Americano (Zaragoza, 1997).

Abarca parte de los municipios Angel R. Cabada, Santiago Tuxtla, San Andrés Tuxtla, Catemaco,
Soteapan, Mecayapan, Tatahuicapan de Juarez y Pajapan. Los limites del area protegida son: al
este de la costa del Golfo de México en Punta Puntillas, al norte el Lago Catemaco y al sureste la
zona Federal Maritimo Terrestre, en la costa del Golfo de México (SEMARNAP, 1998).

La region de Los Tuxtlas posee una enorme biodiversidad y ésta se debe a su ubicacion
geografica en medio de la Planicie Costera y cerca al mar, a la amplitud de su gradiente de altitud,
al terreno escarpado y a su posicion con respecto a los vientos himedos provenientes del Golfo de
México. Se pueden identificar hasta 9 tipos de vegetacion. Los estudios de la flora han registrado
2,695 especies de plantas, los estudios sobre la fauna han reportado unas 561 especies de aves,

algunas descritas como poco comunes debido al aislamiento ecoldgico y factores ambientales de



la region. Los mamiferos estan representados por 139 especies, los reptiles con 120 especies y los
anfibios con 46 especies (Martinez-Gallardo y Sdnchez-Cordero, 1997).

También hay 531 especies de mariposas, 23 especies y 10 géneros de abejas sin aguijon, 133
especies de libélulas, 118 especies de coledpteros cerambicidos, 164 especies de escarabajos y
mas de 50 especies de insectos acuaticos (Rzendowski, 1986).

La reserva cuenta con un programa de manejo cuyos componentes son: 1) proteccion vy
conservacién ecologica; 2) investigacion y monitoreo; 3) conservacion de suelos, mejoramiento
agricola, agroforestal y uso de sistemas solares domésticos; 4) educacion ambiental, divulgacion y
capacitacion, y 5) administracion.

Por otro lado, la reserva cuenta también con una zona de amortiguamiento, la cual se divide en
subzonas de manejo (SEMARNAT-RBLT 2001) que se indican a continuacion:

A) La subzona de uso tradicional que se encuentra estrechamente relacionada con la distribucién
del grupo étnico Popoloca, que habitan varios de los ejidos mas antiguos de la regién.

B) La subzona de uso tradicional, habitada por indigenas Popolocas también representa el area de
produccion cafetalera, y de formas tradicionales de aprovechamiento de los recursos (milpas,
cafetal rustico, recoleccion, caza y pesca), las mismas que han contribuido a la conservacion
optima de los ecosistemas. Ademas estos indigenas Popolocas han satisfecho sus necesidades
socioecondmicas y culturales, sin romper con la estructura de los ecosistemas con que se
relacionan.

C) La subzona de aprovechamiento sustentable de los recursos naturales, en la que se realizan
actividades agropecuarias y pesqueras, en terrenos donde hay remanentes de selvas, bosques o

acahuales. La intencion en esta zona de manejo es el mejoramiento y diversificacion de



tecnologias que posibiliten el mantenimiento o mejoramiento de la produccidn, sin degradar los
recursos naturales.

La funcion ecoldgica y social de esta &rea es la amortiguacion de los impactos y de la presion
originada por las actividades humanas ejercidas sobre las zonas nucleo. Otra funcién es reforzar
los corredores biologicos para formar conexiones ecoldgicas entre las areas forestales de las partes
altas de los volcanes con las partes bajas de la sierra, hacia los litorales y la rivera del Lago de
Catemaco.

Los manglares de la Laguna de Sontecomapan también forman parte de esta subzona, debido a
sus caracteristicas ecoldgicas intrinsecas y a los beneficios ambientales y sociales que ofrecen.

D) La subzona de aprovechamiento sustentable de agroecosistemas integra las areas de los
terrenos en los que existe un desarrollo intensivo de las actividades agropecuarias. Los fragmentos
0 acahuales de selvas 0 bosques estan ausentes o0 son poco significativos. El objetivo de esta zona
de manejo es que los sistemas productivos se mantengan a través de la innovacion y adopcion de
tecnologias que no deterioren o contaminen los recursos naturales.

E) La subzona de recuperacion tiene asignadas areas que corresponden a laderas con pendientes
muy fuertes, que han sido ocupadas por la ganaderia. En éstas se propone impulsar la

recuperacion de estas areas de fuerte pendiente, mediante proyectos de reforestacion.



I. MATERIALES Y METODOS

Basqueda de aislamientos nativos en suelos dentro de la zona de amortiguamiento de la
Reserva “Los Tuxtlas”

Colecta de muestras de suelo.

El muestreo se realizé en la zona de amortiguamiento, dentro de la reserva de la Biosfera “Los
Tuxtlas”, Veracruz, en los ejidos: Lopez Mateos (Mpio. de Catemaco), Venustiano Carranza
(Mpio. de Tatahuicapan ) y San Fernando (Mpio. de Soteapan ) (Fig.2), todos ellos comprendidos
en zona de amortiguamiento, y con diferente porcentaje de cobertura vegetal entre ellos (Tabla 1).

Fig. 1 Localizacion de la zona de muestreo
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Tabla 1 Porcentaje de cobertura vegetal

EJIDO Lopez Mateos San Fernando Venustiano Carranza

Cobertura vegetal | 75% 50% 25%

(Rzendowski, 1986) Fuente: Rios, 2006

Se siguié un patron de muestreo de 200 m de distancia entre los puntos, asegurandose de que no
hubiera dependencia entre ellos; los puntos de muestreo se trazaron formando una red de lineas
cruzada para formar nueve submuestras (de 100 g cada una), a una profundidad de 10 a 30 cm.

Se trazaron dos circulos concéntricos alrededor de cada punto y cuatro submuestras fueron
tomadas en el interior de cada circulo (3 cm de didmetro) y otras cuatro de fuera de los circulos (6
cm de didmetro). Las submuestras fueron mezcladas en bolsas de plastico obteniendo un total de
106 bolsas. De las bolsas se tomaron 50 g para determinar: contenido de materia organica,

humedad y pH que fueron analizados por el Instituto de Ecologia en Xalapa, Veracruz.

¢ Aislamiento del hongo

Con el fin de obtener aislamientos nativos de los suelos muestreados, las muestras se procesaron
de acuerdo con el protocolo descrito por Pérez (2004).

Una vez que se detectaron colonias, que por sus caracteristicas de crecimiento en medio
semiselectivo sugerian ser de Pochonia, se transfirieron a medio Papa-Agar (PA) + antibioticos,
con el fin de observar el crecimiento caracteristico de la colonia.

Una vez transcurridos 10 dias de incubacion, las cajas fueron observadas bajo un microscopio
compuesto llustracto American Optical© a un aumento de 40X para determinar sus estructuras

caracteristicas (micelio, conidioforos y conidios).



Las cajas se monitorearon hasta que se observd la aparicion de las esporas de resistencia Ilamadas
clamidosporas.

Una vez que se determind que las colonias pertenecian a P. chlamydosporia y dentro de ella a la
variedad chlamydosporia, se realizaron transferencias en cajas limpias (Fig. 4) con el fin de
purificar el aislamiento y posteriormente preservarlo tanto en aceite mineral estéril a base de PA +
antibidticos, como a bajas temperaturas (ultracongelacion). En ambos casos se preservaron
aislamientos purificados con 21 dias de edad.

Fig. 2 Crecimiento caracteristico de P. chlamydosporia en caja Petri

En el caso de la preservacion en ultracongelacion, a la caja con el aislamiento purificado se le
agregO glicerina al 5% esterilizada y se realizd un raspado con una varilla de vidrio para
desprender las estructuras del hongo (conidios y clamidosporas); la suspension se coloco en
pequefios tubos de plastico que se depositaron en un ultracongelador a -80°C, el cual pertenece a

la Coleccion de hongos del Colegio de Postgraduados.



e Parasitismo de huevos de N. aberrans
Para llevar a cabo esta prueba se emplearon dos aislamientos de P. chlamydosporia var.
chlamydosporia y var. catenulata obtenidos de los suelos muestreados dentro de La Reserva de la
Biosfera “Los Tuxtlas”. Todos los aislamientos se mantuvieron por 21 dias en cajas Petri con PA
+ antibioticos y se probaron sobre huevos de una poblacién de N. aberrans proveniente de una
cria en invernadero de la localidad de Montecillo, Estado de México.
La preparacion del inoculo de P. chlamydosporia, la extraccién de huevos de N. aberrans, el
establecimiento y evaluacion del experimento se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por
Doroteo (2006) (Ver anexo Tabla 5).
El trabajo de las pruebas de parasitismo se realizé por duplicado con el fin de corroborar los datos
obtenidos.

e Anélisis Estadistico
Los datos obtenidos de las variables de respuesta de las diferentes pruebas realizadas fueron
sometidos a un analisis de varianza y a la prueba de comparacion de medias ortogonales de Tukey
(0=0.05) (SAS, 2005), en donde se utilizaron 35 tratamientos cada uno con 5 repeticiones y como

unidad experimental una caja Petri de 10X15 mm.



I. RESULTADOS Y DISCUSION

e Obtencion de aislamientos positivos de Pochonia chlamydosporia.

A partir de las muestras de suelo provenientes de la zona de amortiguamiento de la Reserva de la
Biosfera “Los Tuxtlas”, de los diferentes tipos de explotacion, se obtuvieron 35 aislamientos con
las caracteristicas del hongo nematofago P. chlamydosporiaen 30 de los puntos de muestreo, 20
de ellos de la variedad chlamydosporia, 5 de catenulata y 5 con la combinacion de ambas
variedades.

De los 35 aislamientos, 12 provinieron del tipo de explotacion forestal, 13 del agroforestal, 6 del
pastizal y 4 del maizal (Ver anexos Tabla 5).

Todos los aislamientos provenientes de maizal fueron de la variedad chlamydosporia. En 4 de los
de selva, 5 de agroforestal y 1 de pastizal se identifico la variedad catenulata.

Ambas variedades de P. chlamydosporia se identificaron en 2 aislamientos provenientes de selva
y 3 en agroforestal.

Analizando las caracteristicas de los puntos de muestreo, los cambios mas drasticos en los
indicadores de degradacion considerados, ocurrieron en el maizal; muestran que la actividad
antropogénica tiene influencia en la reduccion en la calidad del suelo y acelera la degradacion de
éste (Rios, 2006).

En regiones que son las mas representativas, seleccionandose cuatro tipos de explotacion: maizal,
pastizal, agroforestal y selva, dependiendo del cambio de uso de suelo, se presentan diferentes
efectos en las propiedades fisicas y biologicas. Por ejemplo, a lo largo del tiempo la materia
organica se va perdiendo en un sistema agricola bajo laboreo continuo (maizal), pero en sitios con

vegetacion continua (sistemas agroforestales y pastizales) se mantienen las condiciones de



carbono organico del suelo y no asi, la densidad aparente y el porcentaje de porosidad. El
porcentaje de cobertura vegetal actual en estos ejidos es claro reflejo de como las selvas
tropicales han sido destruidas de manera extensiva en el pais (Tabla 2) (Rios, 2006).

Esto hace notar que en ambientes menos alterados hay mayor posibilidad de encontrar
organismos benéficos, ya que hay mayor diversidad.

Otro dato importante a considerar es que en el estudio para determinar las especies de nematodos
presentes en estos mismos puntos no se reporto la presencia de N. aberrans aunque en tres puntos
de la localidad San Fernando y uno de Lépez Mateos se registrd la presencia de Meloydogine sp.,
nematodo fitoparasito que también es parasitado por P. chlamydosporia, esto es un indicador
importante, puesto que esto podria deberse ya sea a que la presencia de P. chlamydosporia inhibe
la proliferacién de nematodos agalladores o bien, a que cuando la diversidad de organismos es
alta, la presencia de fitopatdgenos disminuye debido a que en ambientes naturales las poblaciones
se auto-regulan y coevolucionan (comunicacion personal Franco-Navarro, 2009).

Es muy importante recalcar que en este trabajo se contribuy6 con los primeros reportes en México
de la presencia de P. chlamydosporia var. catenulata estando en 14 puntos de muestreo, ya sea
solo o combinado, asi como de la presencia de P. chlamydosporia var. chlamydosporia en suelos
no perturbados de nuestro pais, siendo por tanto los ambientes poco o nulamente perturbados,
fuente importante de organismos con potencial de control bioldgico y muestra de la importancia
de la conservacion de estos recursos.

Ademaés de destacar la importancia de conservar la riqueza de nuestros suelos y en general el
ambiente, no solo como una fuente de obtencidén de organismos benéficos, sino mantener una

biodiversidad que pueda autorregularse.



e Parasitismo de huevos de N. aberrans por P. chlamydosporia.

Se evaluaron un total de 35 tratamientos, obteniendo diferencias significativas entre los
aislamientos respecto a su capacidad parasitica, de acuerdo al anélisis de varianza aplicado
(Tukey, a=0.05)en ambos experimentos, con una f calculada= 23.08, GI=120 y Pr<0.001 en el
primero (Ver anexos: Tabla 3) y f calculada= 67.57, GI=120 y Pr=<0.001 en el segundo (Ver
anexos: Tabla 4), ya que valor de f calculada en ambos experimentos rebasa al valor critico que es
de 3.354 la probabilidad demuestra a qué nivel los resultados son estadisticamente significativos
Del total de los aislamientos, 7 de ellos parasitaron por arriba del 80%, 13 de un 70 a79% vy 11
por debajo de 70% de los huevos de N. aberrans, independientemente de su procedencia (Tabla
2), intervalos en los cuales se tomaron como antecedentes los trabajos previos, un ejemplo de ello
fue en el que Hidalgo (2000) obtuvo porcentajes de parasitismo en pruebas realizadas utilizando
huevos de Meloidogyne incognita entre 53 y 73% para aislamientos de P. chlamydosporia var.
chlamydosporia.

Ademas de los aislamientos mexicanos obtenidos por Flores (2003) de P. chlamydosporia var.
chlamydosporia procedentes de suelos infestados con N. aberrans, confrontados a huevos de
este mismo, y procedentes de la localidad Montecillo, Texcoco Estado de México y
Tecamachalco, Puebla, en el que en pruebas de parasitismo en huevos a nivel “in vitro” logrd
resultados de un 76 hasta 96%; ademas, Perez-Rodriguez et al. (2007) evaluaron estos mismos
aislamientos, en los que registraron resultados de 77.2 y 89% al usar como fuente de indculo
placas de papa-agar y un 87% al usar arroz colonizado por el hongo; por lo que se considerd
prudente tomar un rango de parasitismo por encima del 80% como favorable para continuar con
las evaluaciones que confirmen el potencial de estos aislamientos como control biologico de N.

aberrans.



Con esta informacion, se observa que aunque estamos hablando de una sola especie de hongo,
entre aislamientos puede haber variabilidad en la capacidad de parasitar huevos del nematodo
(Fig. 5), ya sea por variabilidad genética o bien por los cambios grandes o pequefios que hay en su

entorno natural.

Fig. 1 Huevo de N. aberrans parasitado por P. chlamydosporia




Tabla 1 Medias del porcentaje de parasitismo de los aislamientos

AISLAMIENTO Media Experimento 1 | Media Experimento 2 | Promedio | GM
SF10A-2* 93.6 90.2 91.9 a
LM37 85 85.6 85.3 a
LM13* 85.4 84.4 84.9 a
LM17** 70.6 96.2 83.4 a
LM15 84 82.6 83.3 a
VC25* 81.2 81.2 81.2 a
LM29 814 81 81.2 a
LM34 81.6 80 80.8 a
LM18 81.4 79.8 80.6 a

LMO5** 74.6 64.4 69.5 b
LM17 70.2 66.8 68.5 b
LMO7** 66.8 69.4 68.1 ab
SF19 67.4 67.8 67.6 b
LM25 68 66.2 67.1 ab
LMO09 65.6 66.4 66 ab
SF15* 65.6 65.2 65.4 b
LM11 61.6 63.8 62.7 b
SF09 62.8 62.4 62.6 ab
SFO1 53 60 56.5 b
SF10* 57.8 50.2 54 ab

* Aislamientos de variedad catenulata.**Ambas variedades (catenulata y chlamydosporia), GM: Grupos
de medias segin Tukey o= 0.05; casillas con la misma letra no muestran diferencias estadisticas
significativas. La comparacion de medias se llevo a cabo con las medias totales.



Como se puede observar en este estudio, la totalidad de los aislamientos presentaron algun
porcentaje de parasitismo, ademas de mostrar una rapida y agresiva infeccion a los huevos que se
encontraban en su fase embrionaria, no asi cuando los huevos presentaban una fase mas avanzada
de su desarrollo (fase larvaria), como lo document6 Kerry (1995). También se puede observar que
en los tratamientos SF11, SF16 y LM17 hay diferencia importante entre el experimento 1y 2, se
le puede atribuir esto a una posible dependencia de factores abidticos, para estudios posteriores
propongo el incremento de las repeticiones y asi disminuir el error.

De los aislamientos procedentes de la selva, que es el area de muestreo menos alterada, se
obtuvieron porcentajes de parasitismo muy variados (Fig.6), algunos superaron el 80% como son
el VC25 y el SF10A-2 que son de la variedad catenulata, también el LM29 de la variedad
chlamydosporia, observando con esto que ambas variedades tienen la capacidad de parasitar a los
huevos del nematodo de manera similar. Otra cuestion, que también vale la pena recalcar es que
hubo, aislamientos que solo parasitaron por debajo del 60%; esto lleva a pensar que el potencial
parasitico no esta en funcion de su procedencia ni de la variedad en cuestién sino a otros factores

que seria muy interesante conocer.



Fig. 2 Porcentaje de parasitismo de aislamientos provenientes de la selva
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** Aislamiento con combinacion de ambas variedades: chlamydosporia y catenulata.
* P. chlamydosporia var. catenulata.

Otro de los tipos de explotacion donde se obtuvo un nimero considerable de aislamientos fue del
sistema agroforestal, que aunque es un ambiente en el que ya hay una actividad antropocéntrica,
provienen de una zona con la categoria Reserva de la Biosfera, por lo que hay programas para
explotar los recursos naturales de manera racional y sustentable, por eso, considero que la riqueza
en la biodiversidad aun no ha sido gravemente alterada o bien, esta en recuperacion. A esto
atribuyo el nimero de aislamientos, pero no el potencial parasitico de cada uno de ellos, ya que
como en los procedentes de la selva el potencial parasitico es variable (fig. 7), como se dijo antes
podria deberse a que a algunos aislamientos les afecta en mayor medida factores no especificados
en este trabajo. Ejemplo muy evidente de esta variacion es la que se dio de un experimento a otro
en los aislamientos LM17 y SF10 que en la segunda repeticion del experimento superaron el 90%
de parasitismo, esto llevaria a realizar nuevas pruebas para conocer la causa de la variacion, ya



que en el caso de elegir el mejor aislamiento para pruebas posteriores habria dudas por una
posible inestabilidad del aislamiento.

También puedo pensar que el potencial parasitico de los aislamientos esta en funcion del punto de
muestreo, ya que no debemos olvidar que aunque estamos hablando solo de dos organismos que
son el hongo y el nematodo, en condiciones naturales ambos estarian rodeados de un gran nimero
de microorganismos que influencian su biologia y fisiologia, como mencion6 Gleason en 1926 ...
“las comunidades estan conformadas por poblaciones con arreglos aleatorios, producto de los
patrones de distribucion de cada especie”... (Maass y Martinez-Yrizar, 1990).

También debo hacer notar que dentro de los aislamientos que muestran mayor parasitismo se
encuentran SF11 y LM17 en los que tenemos combinacion de ambas variedades de P.
chlamydosporia.

Fig. 3 Porcentaje de parasitismo de aislamientos provenientes de explotacion agroforestal
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** aislamiento con combinacion de ambas variedades: chlamydosporia y catenulata.

Los aislamientos procedentes del pastizal, a demas de ser menos en nimero, solo uno de ellos
super0 el 80% de parasitismo y en todos ellos se observd mayor estabilidad de un experimento a
otro (Fig. 8).



Fig. 4 Porcentaje de parasitismo de aislamientos provenientes de pastizal
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Aln menor fue el nimero de aislamientos provenientes del maizal, lo que confirma que en
ambientes muy alterados la probabilidad de obtener aislamientos de este hongo benéfico es
menor. Respecto al parasitismo observado, todos los aislamientos lo hicieron por arriba del 70%
(Fig.9) destacandose el LM37 que lo hizo por arriba del 80%.

Tanto en pastizal como en maizal hubo menos diferencias entre tratamientos en el porcentaje de
parasitismo que en los dos ambientes que estan menos alterados, aunque podria deberse solo a que
hay menor posibilidad de variabilidad entre aislamientos por el nimero de ellos.



Fig. 5 Porcentaje de parasitismo de aislamientos provenientes de maizal
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De lo anterior podemos decir que los aislamientos de Pochonia chlamydosporia provenientes de
“Los Tuxtlas”, Ver., cumplen con la primera de cinco etapas de evaluacion mediante las cuales
cualquier aislamiento debe pasar antes de su produccién masiva para uso comercial (Bourne et
al., 1994). Ademas, considero que cumple con las caracteristicas de un agente de control
bioldgico tanto para N. aberrans como otros nematodos agalladores, y por tanto recomiendo
continuar las evaluaciones necesarias hasta lograr que por lo menos un aislamiento de los
obtenidos en este trabajo pueda explotarse a gran escala, y concluir en un producto
potencialmente comercial que ayude a solucionar problemas con nematodos agalladores en

diversos cultivos.



De ahi que los porcentajes de parasitismo de los aislamientos logrados en este trabajo y los
antecedentes con este hongo, motivan a continuar con los estudios necesarios que confirmen a
éstos como un agente potencial de control bioldgico de N. aberrans, idealmente, hasta llegar a la
obtencion de un producto comercial adecuado para las condiciones de nuestro pais y cultivos con
problemas por nematodos.

Teniendo como antecedente el trabajo de Hernandez e Hidalgo (2008) en el que se evaluo la
efectividad del hongo P. chlamydosporia var. catenulata comprobando que su efectividad
aumenta con el tiempo, ya que a partir del segundo ciclo del cultivo, aumenta su poblacion en el
suelo, y por tanto, mejora paulatinamente su accion biorreguladora, considero muy importante
buscar su permanencia en el suelo tal vez con el enriquecimiento nutrimental del suelo y asi
esperar resultados mejores a mediano y largo plazo.

Respecto a la velocidad de la colonizacién del hongo sobre el huevo, posterior al momento de la
inoculacion y durante el tiempo de incubacion, se llevaron a cabo revisiones periddicas para
corroborar el inicio en el crecimiento del hongo; durante estas revisiones se observé que a partir
de dos dias de inoculacion con P. c. var. catenulata sobre los huevos, se mostré el inicio de la
colonizacion, a diferencia de los inoculados con la variedad P. c. chlamydosporia, por lo que
considero importante estudiar las diferencias en la patogenicidad de ambos, proponiendo como
una variable el tiempo al inicio de la colonizacién, tomando en cuenta la importancia del tiempo
como una posibilidad para hacer mas eficiente el control al inmovilizar al nematodo e impedir la
eclosion del huevo.

Este documento da pauta para seguir adelante con las evaluaciones consecutivas y contribuir
finalmente con una alternativa de control de N. aberrans que sea amigable con el medio

ambiente y ademas disminuir las pérdidas a los cultivos ocasionadas por este patdgeno.



Finalmente el total de los aislamientos se procesaron para lograr su preservacion, el método que
se utilizd fue la ultracongelacion (-80°C), ya que la determinacion del método adecuado de
preservacion y el monitoreo periddico para el cotejo de su morfologia, patogenicidad y estabilidad
genética es imprescindible para el éxito en el desarrollo de un producto comercial y constituye
actualmente un requerimiento para el registro de un Agente de Control Biologico (Peteira et al.,

2005).



VI. CONCLUSIONES

Es posible obtener aislamientos del hongo Pochonia chlamydosporia a partir de suelo
proveniente de “Los Tuxtlas”, Ver.

Hay la posibilidad de obtener aislamientos de P. chlamydosporia a partir de suelos de
areas sin alteracion o poco alteradas como son: la selva y areas de explotacion
agroforestal.

Aunque en menor porcentaje, existe la posibilidad de obtener aislamientos de P.
chlamydosporia a partir de suelos provenientes de pastizal y maizal.

Se logro el primer reporte en México de P. chlamydosporia var. catenulata.

Los aislamientos provenientes de “Los Tuxtlas”, Ver. son capaces de parasitar huevos de
Nacobbus aberrans.

Los aislamientos de ambas variedades son igualmente capaces de parasitar huevos de N.
aberrans.

El aislamiento SF10A-2* que es de la variedad catenulata y el LM37 de chlamydosporia

mostraron el més alto parasitismo.
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ANEXQOS

Tabla 1 Analisis de varianza del experimento 1

Experimento 1 |Gl SC CM f calculada Pr
Tratamiento 34 10439.63871 |307.04820 23.08 <0.001
Error 120 1782.70698 14.85591

Total 154 12222.34839

Significancia con o= 0.05, gl: grados de libertad, SC: suma de cuadrados, CM: cuadrado medio, Pr:
probabilidad.

Tabla 2 Analisis de varianza del experimento 2

Experimento 2 |Gl SC CM f calculada Pr
Tratamiento 34 10616.41290 |312.24744 67.57 <0.001
Error 120 627.09677 5.22581

Total 154 11243.50968

Significancia con o= 0.05, gl: grados de libertad, SC: suma de cuadrados, CM: cuadrado medio, Pr:
probabilidad.




Tabla 3 Caracteristicas de los puntos de muestreo

B | o | aSvERES | Y W | auram | el | e | SENATER
Selva L.M. LM22 P. c. cat. 18°25'73" | 94°57'10" | 255 53.33 5.17 | 12.48
Selva L.M. LMO7 Ambas 18°25'84" | 94°57'08" | 264 55.47 5.29 | 8.26
Selva L. M. LMO09 P. c. chlam. 18"26'13" | 94"57'25" | 246 45.94 5.83 | ND
Selva L.M. LM29 P. c. chlam. 18" 26'04" | 94"57'35" | 324 45,55 5.47 | ND
Selva S.F SF10 Ambas ND ND 1000 47.45 515 [ ND
Selva S.F SF07 P. c. chlam. ND ND 1035 60.31 4.86 | 6.69
Selva S.F SF09 P. c. chlam. ND ND 980 51.24 5.18 | 8.71
Selva S.F SF05 P. c. chlam. ND ND 1035 45.26 5.86 [ 13.07
Selva S.F SF01 P. c. chlam. 18°18'57" | 94°53' 45" 1060 49.93 427 |7.53
Selva V.C VC25 P. c. cat. 18°20'48" [ 94°45'55" [ 220 45.38 458 | 8.21
Agroforestal L.M. LMO05 Ambas 18° 25'60" 94° 57' 99" 316 32.10 4,98 | 5.45
Agroforestal L.M. LM17 Ambas 18°26'24" | 94°57'93" | 230 44.45 5.29 | 10.67
Agroforestal L.M. LM16 P. c. chlam. 18°26'10" | 94°57'83" | 238 37.59 5.13 | ND
Agroforestal L.M. LM18 P. c. chlam. 18°25'25" | 94°57'06" | 278 49.14 5.01 | ND
Agroforestal L.M. LM15 P. c. chlam. 18°26'13" | 94°57'78" | 248 49.18 5.24 | 7.67
Agroforestal S.F SF15 P. c. cat. 18° 17" 45" 94° 53' 36" 870 67.08 471 19.78
Agroforestal S.F SF16 P. c. chlam. 18°17'39" | 94°53'38" | 830 59.70 4.65 | ND
Agroforestal S.F. SF11 Ambas 18°16' 83" 94° 53" 30" 800 66.98 5.17 | 7.86
Agroforestal S.F. SF19 P. c. chlam. ND ND 1069 58.79 6.16 |12.14
Agroforestal S.F (SF10) P.c. cat. ND ND ND ND ND | ND
Pastizal L. M. LM25 P. c. chlam. 18° 26' 06" 94° 57" 45" 320 51.60 5.29 | 7.65
Pastizal L. M. LMO06 P. c. chlam. 18°25'73" | 94°57'04" | 302 47.91 5.26 | 8.10
Pastizal L. M. LM10 P. c. chlam. 18°26'23" | 94°57'55" | 209 49.77 5.16 | 8.02
Pastizal L. M. LM11 P. c. chlam. 18° 26' 21" 94° 57' 50" 206 47.38 5.23 | ND
Pastizal L. M. LM13 P.c. cat. 18°26'23" | 94°57' 69" 191 44.17 5.28 | 6.38
Pastizal S.F. SF15 P. c. chlam. ND ND ND ND ND | ND
Maizal L.M. LM36 P. c. chlam. 18° 25'96" | 94°58'00" | 263 36.83 558 | ND
Maizal L.M. LM34 P. c. chlam. 18°26'05" | 94°57'99" | 262 34.25 517 | ND
Maizal L.M. LMm37 P. c. chlam. 18°25'92" | 94°58'02" | 314 46.58 540 | 4.97
Maizal SF. SF5M P. c. chlam. ND ND 990 67.26 5.60 | 5.88

Datos proporcionados por el Instituto de Ecologia. (Rios, 2006).

L.M.: Localidad Lo6pez Mateos. V.C.:Venusiano Carranza. S.F.: San Fernando, Loc: Localidad, P.c.
chlam.: Pochonia chlamydosporia variedad chlamydosporia., P.c. cat.: Pochonia chlamydosporia variedad
catenulata, N.D., No hay dato.




ELABORACION DE MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

Papa-Agar + antibioticos (para 1L de agua).
- 50 g de papa pelada y partida.

- 13 gde agar-agar.
- Antibi6ticos: 50 mg de sulfato de estreptomicina, 50 mg de cloranfenicol y 50 mg
de clorotetraciclina.

Se agregan los fragmentos de papa a agua destilada hirviendo y se dejan durante media hora en
ebullicion, posteriormente, el agua con la papa se retira del calor y se deja reposar la infusion
hasta que se enfrie. Una vez enfriada la infusion, ésta se pasa por triple gasa a una probeta y se
afora a un litro si es necesario. A la infusion se le agrega el agar y se disuelve. La mezcla se
esteriliza a 121°C durante 20 min. Una vez esterilizado el medio, y ya que sea tolerable al tacto, se
le afiaden los siguientes antibidticos.

Agua-Agar 1.5% + antibioticos (para 1L de agua)
- 15 g de agar- agar

- Antibidticos
Se disuelve el agar-agar en el agua destilada y se esteriliza a 121°C durante 20 min. Una vez
esterilizado el medio, se deja enfriar hasta que sea tolerable al tacto y se le agregan: 50 mg de

sulfato de estreptomicina, 50 mg de cloranfenicol y 50 mg de clorotetraciclina.
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