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RESUMEN

Debido a la importancia que tiene como alimento el frijol (Phasec-
Lus vulgarnis, L. var. Black Vallentine) y su susceptibilidad a ser para-
sitado por Mefoidogyne incognita (Kofoid and White) Chitwood, principal
mente en zonas de clima templado y cdlido, se seleccioné este cultivo
con el fin de observar el efecto de tres suelos de diferente localidad,
en la actividad parasitica del hongo Paecilomyces Lilacinus (Thom) Sam-

son sobre el nematodo.

Se realizaron dos siembras bajo condiciones de invernadero; la pri
mera tuvo como fin establecer el nematodo en los tres suelos empleados,
inoculando huevecillos de M. ({ncognita en cada uno de ellos; la segunda
tuvo como objetivo probar el efecto del hongo sobre la poblacidn de .
{ncognita, inoculando P, LiLacinus en Tos suelos previamente infestados
con el nematodo. La efectividad parasitica del hongo se evalud con base
en el numero de huevecillos de M. {ncognita extraidos de las raices, in
dice de agallamiento de las mismas y algunas caracteristicas de las plan

tas de frijol, asi como la produccidon de sus vainas.

Los resultados obtenidos indicaron que los tres suelos donde fue
inoculado el hongo, no alteraron su capacidad parasitica ya que en los
tres casos Ta mayoria de los huevecillos producidos por M. {ncognita
fueron parasitados por Paecilomyces Lilacinus,reduciendo considerablemen

te su nlmero.



Sin embargo, el suelo franco presentd las mejores condiciones pa-
ra que se llevara a cabo Ta interrelacion: P. vulganis-M. incognita-P.
Lilacinus, en la que el hongo pudo controlar al nemdtodo y la planta lo

gré una buena produccién de vainas.

Se confirmd que P. £Lilacinus parasitd los huevecillos y el hongo
pudo reaislarse de 1os suelos inoculados empleando un medio de Quitina-

agar-Rosa de Bengala.

iv



I. INTRODUCCION

E1 frijol (Phaseofus vulgaris, L.) por su amplia adaptacion es
uno de los cultivos horticolas mas comunes en América; en México consti
tuye la base de la alimentacidon por la gran calidad alimenticia de sus
semillas que son ricas en proteinas, ocupando el segundo lugar en impor
tancia en cuanto a su volumen de consumo y superficie dedicada a su tul
tivo. Esta leguminosa se produce en casi toda la Republica Mexicéna, en
1984 se sembraron 1 millon 873 mil ha, de las cuales 168 mil fueron de
riego y 1 millon 705 mil de temporal, lo que equivale al 9 y 91%, res-
pectivamente. En ese ano la produccion de frijol fue de 218 mil tonela-

das (An6nimo, 1984).

En general el rendimiento promedio por hectarea es bajo debido al
uso de variedades regionales no mejoradas (susceptibles a enfermedades).
a bajas densidades de siembra y a la tecnologia ancestral utilizada en
las siembras de temporal, que trae como consecuencia un escaso e incorrec
to uso de fertilizantes y el inadecuado control de plagas, malezas y en-

fermedades.

E1 cultivo se practica casi todo el ano, tanto en regiones humedas
como secas y en alturas que van desde el nivel del mar hasta Tos 2 300 m
sobre éste, lo cual indica que el frijol se cultiva bajo d{versas condi-
ciones ecoldgicas, que pueden favorecer la aparicion de problemas patold

gicos en algunas regiones.



Las enfermedades del frijol causan danos severos que van desde
reducciones en el rendimiento y la calidad de la semilla hasta la muer-
te de la planta en cualquier estado de su desarrollo. Son varios los
agentes patogénicos (hongos, bacterias y virus) causantes de las enfer-
medades mas comunes; también de gran importancia son los nematodos fito
parasitos que 1esioﬁan-1as raices y/o penetran en ellas causando en al-
gunos casos la formacion de agallas; segin sus habitos se pueden clasi-
ficar como ectoparasitos o endoparasitos y estos Gltimos como sedenta-
rios o migratorios (Taylor, 1971). Las especies mas comunes que atacan
las raices de frijol se encuentran dentro de los géneros Meleddegyne y
Pratylenchus y de menor importancia Befonofaimus y Hetercdera. Las espe
cies del género Meloddogyne son endoparasitos sedentarios; la infeccidn
se.inicia cuando las larvas de segundo estado penetran én la raiz en
donde crecen y mudan dos veces mas. E1 macho se alarga y después de la
dltima y cuarta muda abandona la raiz: las hembras se van hinchando con
formé avanza su desarrollo hasta tomar aspecto piriforme y permanecen
dentro de la raiz. La reproduccidn puede realizarse en ausencia de los
machos, por partenogénesis y los huevecillos son depositados en un mate
rial gelatinoso en donde se desarrollan desde 1a fase monocelular hasta

una larva de segundo estadio. reinicidndose asi nuevamente el ciclo.

E1 nematodo induce la formacion de células "gigantes" en el parén
quima vascular de la raiz y una hipertrofia de las células corticales
vecinas, lo cual provoca un engrosamiento del tejido radical 1lamado aqga
11a; esto trae como consecuencia alteraciones fisiologicas que se refle-
jan en las partes aéreas de la planta, como clorosis o "quemazones' de

las hojas y marchitamiento del follaje.



MeLoidogyne Spp., s€ ha registrado en casi todos los estados del
pais; en Morelos este género provoca muchos problemas, 1legando a cau-
sar reducciones hasta del 80% en la produccion del frijol y en algunos
casos la pérdida es del 100% de la cosecha. E1 Valle de Tenextepango,
Mor., esta altamente infestado y tiene una superficie cultivable de
aproximadamente 30 000 ha siendo Ta infestacion tan fuerte que algunos
agricultores estan dejando de sembrar hortalizas (Sosa-Moss y Castillo,

1981a).

La forma como se ha tratado de controlar la infeccidon ha sido por
medio de productos quimicos; sin embargo, este método de control es su-
mamente caro y mal empleado, por 1o que es necesario buscar otros medios

que permitan reducir los dafios y pérdidas que ocasiona el nematodo.

La necesidad de encontrar medidas de control menos costosas y que
puedan complementarse ha dado importancia al control bioldégico, el cual
permite regular por medio de organismos naturales la abundancia de un
patdogeno; con estos agentes de control bioldgico es posible, en algunos
casos, reducir la densidad de inoculo por debajo del nivel que causa da
fios economicos. Este tipo de control existe en condiciones naturales o
puede inducirse por la manipulacion ya sea el medio ambiente del hues-
ped o del organismo antagonista, o bien con la introdueccion masiva de

uno o mas antagonistas (Baker y Cook, 1974).

Un ejemplo de este tipo de control, es el que se realiza con el
hongo Paecilomyces £ilacinus que es capaz de parasitar huevecillos y
hembras de Mefoidogyne incognita; fue descubierta su capacidad parasfti
ca por Jatala et al., en 1978 en Perd (1979a) y desde entonces se han

realizado varios estudios que muestran su efectividad en el control de



las poblaciones del nematodo.

Por todo To antes mencionado, los objetivos del presente estudio

fueron los siguientes:

1. Determinar la actividad parasitica de Paecilomyces
Lilacinus sobre Meloidogyne incognita en tres tipos

de suelo de diferente iocalidad.

2. Verificar si bajo 1as‘c0ndiciones de estudio, el hon
go es un agenté eficaz de control biologico de Melod
dogyne incognita, midiendo su actividad con base en
el ndmero de huevecillos y grado de agallamiento de
las raices producidas por el nematodo y al rendimien-
to del frijol ejotero (Phaseclus vulgaris, L. var.

Black Vallentine).



IT. REVISION DE LITERATURA

Existen una serie de interrelaciones entre los componentes de la
microflora y microfauna del suelo; tal es el caso de la relacion entre
nematodos parasitos de vegetales y un grupo de hongos que afectan el
crecimiento de sus poblaciones, actuando como agentes de control biolé-

gico.--

Este tipo de hongos son 1lamados nemat6fagosy pueden dividirseen

los siguientes grupos: los 1lamados "atrapadores" que producen micelios
relativamente extensos y que forman organos de captura; los endoparasi-
tos que son predominantemente endozoicos y que emergen del huesped sdlo
en el tiempo de esporulacion; parasitos de huevecillos y quistes, y otros
que producen metabolitos toxicos para los nematodos (Mankau, 1980b). De
todos éstos, los mas conocidos son los atrapadores que presentan dos ti-
pos de mecanismo en sus trampas;unas son adhesivas (redes, mallas hifa-
les, ramas laterales y nudos) y otras son mecdnicas (lazos y anillos cons

trictores).

De acuerdo a las formas de parasitismo los hongos son efectivos en
competencia, antibiosis, predacidon e hiperparasitismo. La mayoria de las
especies de hongos endopardsitos y atrapadores de nemdtodos son saprofi-
tos y cosmopolitas, por 1o que se dice que tienen aplicabilidad universal
(Mankau, 1980b); su importancia ecoldgica radica en el hecho de que inter
vienen en los ciclos del carbono, nitrogeno y otros elementos importantes

en la naturaleza, ayudando a convertir la materia organica en sustancias



asimilables por las plantas (Mankau, 1980c).

Con respecto a la relacion entre lTos nemdtodos y los hongos, las

primeras observaciones fueron efectuadas a mediados del siglo pasado

por Fresenius en 1852, quien describid un hongo que formaba conidios de
dos células con aspecto de nudo; se trataba de un hongo atrapador al que
11am6 Arthrobotrys ofigospora al que posteriormente Woronin en 1870, To
reportd como un organismo que forma mallas o hifas que se entrelazan,
toda esta informacion es citada por Pramer (1964). Es en la siguiente dé
cada cuando Zopf realiza observaciones de un hongo que atrapa a un orga-
nismo vivo, siendo este investigador el primero en descubrir la relacion
"predator-presa” entre un hongo y un animal en la rizosfera; en sus estu
dios ais1d de estiércol algunos nemdtodos que frecuentemente se encontra

ban infectados con hifas de A. ofigospora (Capstick, 1957).

Rham observo en 1922, que nematodos de vida libre que vivian en
musgo, también eran capturados por A. oligospora y por Harposporium
anguillfulae (Capstick, 1957). Estos conocimientos dieron origen a ensa-
yos exploratorios con hongos que actldan como agentes de control bioldgi-
co de nemitodos, que se iniciaron antes de la Segunda Guerra Mundial. En
1937 varios mic6logos americanos, entre ellos Dreschler, publicaron un
articulo con once especies nuevas, mencionando que gracias a la utiliza-
cidon de un medio nutritivo claro, fue posible hacer observaciones sobre
las interacciones entre los nematodos y 1os hongos. Linford y Yap en
1939 (Capstiék, 1957) encontraron mecanismos de trampas en micelios de
varias especies de hongos atrapadores al trabajar con el nematodo agalla
dor de la pina. En 1957, Capstick observo en suelos organicos de bosque

la presencia de estos hongos, aunque no confirmé su actividad antagonista



sobre los nematodos.

La mayoria de los hongos nematdfagos pertenecen a los Deuteromy-
cetes dentro del Orden Moniliales (géneros Anthrobotryss Dactylellas
Dactylaria Yy Thrichoteceium) ;s sin embargo, Duddington y Pramer (1964)
describieron algunos hongos atrapadores pertenecientes a 1os Phycomyce-

tes y Basidiomycetes.

Para 1976 (a) Mankau cita 30 especies de hongos atrapadores y 4
de hongos parasitos y reporta resultados de estudios sobre la distribu-
cion de ellos y la de Tos nematodos, tomando en cuenta la profundidad

del suelo.

Dentro de los hongos nematofagos se ha ignorado el potencial del
grupo de hongos que parasitan huevecillos como posibles agentes de con-
trol bioldgico, debido principalmente a dos razones: el poco conocimien-
to de su biologia y la dificultad de aislarlos en cultivo puro. Al refe-
rirse a este tipo de hongos, Cooke (1968) indica que poseen conidios adhe

sivos que facilitan su parasitismo sobre nemdtodos fitopardsitos.

Barron (1977) menciona que el hongo nematofago parasito de hueveci
1Tos mejor conocido es Rophalomyces elfegans €l cual ataca especies de
Rhabditis; también sefiala que los huevecillos parecen ser vulnerables al

ataque de especies flageladas de Chytnidiomycetes Y Oomycetes -

En 1979 Stirling et al., reportaron el primer parasito de hueveci-
11o0s de Meloddogynespp.,Dactylella oviparasitica en huertos de durazno;
estos autores realizaron varias observaciones entre ellas que el hongo
es capaz de sobrevivir sin el nematodo, no obstante que los huevecillos

son su fuente principal de alimento: ademas el nimero de masas de - - -



huevecillos parasitados es mayor en la rizosfera que fuera de ella.

Otro hongo parasito de huevecillos de Meloidogyne es conocido co-
mo Paecilomyces Lilacinus, su actividad parasitica fue descubierta en
1978 por Jatala et af. (1979a) en el Centro Internacional de la Papa
(CIP) en Lima, Perl, quienes observaron que masas de huevecillos en rai
ces de papa agalladas por Mefoidogyne spp., traidas de Huanuco, Peri se
encontraban parasitadas por el hongo; al inocular el hongo artificialmen
te, éste invade tanto masas de huevecillos de M. {ncognita como quistes
de Globodera pallida, infectando del 70 al 90% de huevecillos y penetran
do en hembras maduras de Meloidogyne spp. E1 hongo pertenece a la Divi-
sion Deuteromycete, grupo Hyphomycetes y al orden Moniliales, se caracte
riza por tener hifas hialinas y septadas; produce conidios hialinos, uni

celulares y ovoides en cadenas basipetas (Barnett, 1972).

P. Lifacinus se desarrolla y esporula en medio de cultivo tanto de
Jugo V8 y CaCO3 como en el de Papa-Dextrosa-agar (PDA), en un periodo de
48 hrs., a 25°C; al inocularlo al suelo, en un periodo de 10 a 12 dias,
penetra, crece y destruye el embrion, tiene también la capacidad de des-
truir hembras en desarrollo introduciéndose en ellas a través del ano o

la vulva (Jatala, 1979b).

En relacion a sus exigencias ecoldgicas puede desarrollarse en tem
peraturas de 20°C a 30°C y en una amplia variedad de niveles de pH del
suelo, 1o que Te confiere caracteristicas muy favorables para ser usado

en diferentes climas y suelos (Jatala, 1980c).

Para reproducir e inocular P. £facinus al suelo, se recomienda

utilizar granos esterilizados de cereales (trigo, avena, arroz, etc.)



como portadores del hongo debido a que los granos proporcionan un medio
nutritivo para su desarrollo y constituyen una forma practica de agre-

garlo al suelo (Jatala, 1980f).

Su eficiencia en el cultivo de la papa se ha determinado tanto en
invernadero como en campo, realizandose comparaciones con tratamientos
quimicos o con el efecto de la adicion de materia organica. Se ha obte-
nido una reduccion mayor del indice de agallamiento de la raiz en las
parcelas tratadas con el hongo en comparacidon con las tratadas con Temik

10%, Nemacur 5% y Furadan 5% o con materia organica (Jatala, 1980d).

En cultivo de tomate también se compararon tratamientos con p,
Lilacinus y Carbofuran obteniendo nuevamente el rendimiento mas alto en
las parcelas tratadas con el hongo que en Tas testigo y en aquéllas con

nematicida (Anonimo, 1982).

Otro estudio realizado en el CIP en Perl, tuvo como objetivo obser
var su permanencia en el suelo, encontrandose que aparentemente una apli
cacion del hongo es suficiente para que se establezca (Jatala, 1981g).
Ademas, se comprobd que el hongo no afecta negativamente a las plantas
cultivadas; sin embargo, Sosa Moss et af. (1982b) sefalan cierto efecto
negativo en Phaseolus vulgaris, L., en el cual observaron amarillamiento
de las hojas inferiores, cuando se aplicd P. &ifacinus en una cantidad

de inoculo elevada.

Aparentemente P. f{facinus no causa dano a seres humanos ni altera
el medio ambiente en el que se desarrolla; su efecto es de accion prolon
gada y su costo es relativamente bajo (Jatala, 1980c), caracteristicas

que le dan un gran potencial como agente de control biolégico.
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IIT. MATERIALES Y METODOS

E1 presente trabajo se realizd en el invernadero general y los la
boratorios de Nematologia y de Ecologia de Fitopatdgenos del Suelo, del

Centro de Fitopatologia en el Colegio de Postgraduados en Chapingo, Méx.
A. Condiciones Generales del Experimento

Se realizaron dos siembras de frijol negro ejotero, la primera tu
VO COomo Fiﬁ?infestar el suelo con el nemdtodo agallador Melodidogyne
incognita, mediante la inoculacion de huevecillos contenidos en trozos
de raices agalladas por el nematodo; un mes después de hacer la primera
cosecha se 1levé a cabo la segunda siembra en las mismas macetas de la
primera, donde se inoculd el hongo Paecilomyces Lilacinus con el objeto

de observar su efecto sobre la poblacion de M. incognita.

a. Colecta y tratamiento de 1os suelos empleados en 1a
investigacion
Se utilizaron tres tipos de suelo provenientes de diferentes loca-

lidades donde se siembra frijol. Estas localidades y la nomenclatura que

se les dio son las siguientes:

Primera localidad (Tl_l): Ubicada a Ta altura del Km 27 de la

carretera México-Texcoco--Veracruz.

Segunda localidad (Tl_z): Esta sobre la carretera México-Cuau-

tla en el Km 77.
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Tercera 1oca1idad,(T1_3): Pertenece a la zona de Tenextepango,

Mor., y queda situada 1 Km después
del pueblo 1lamado Colonia Heredia.
Este suelo se encuentra naturalmente

infestado por M. <ncognita.

En el invernadero general se esterilizaron aproximadamente 75 kg

de cada tipo de suelo con Bromuro de Metilo y el suelo restante se dejo

tal como se colectd en condiciones naturales, para posteriormente, ambos

utilizarse en las siembras.

b. Determinacion de algunas caracteristicas fisicoquimicas de
los tres tipos de suelo

A cada suelo se les practicaron las siguientes pruebas:

Textura: Para realizar esta prueba, primeramente se elimind

GCLGs

la materia organica de cada uno de los suelos y des
pués se procedio a determinar el porcentaje y clase
de particulas que los constituian por medio del mé-

todo del Hidrometro de Bouyucos.

E1 calculo del potencial de iones hidrdogeno se de-

termino mediante el uso del potencidmetro.

La capacidad de intercambio cationico de los suelos
se determino por medio de la técnica de Centrifuga-
cion y Acetato de Amonio IN pH 7; este analisis fue
realizado por el Ing. Norberto Bautista A., en el

Laboratorio de Investigacion y Servicio de 1a UACh.



c. Condiciones generales de las siembras

Se emplearon 90 macetas de plastico con capacidad de 5 kg, las cua

les se lavaron previamente para después ser llenadas con 4 kg de suelo
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correspondiente al tratamiento asignado a cada una. Cada tratamiento con

to con 5 repeticiones y cada repeticion estuvo representada por 3 plan-

tas ya que en cada maceta se sembraron 3 semillas de frijol.

La primera fecha de siembra tuvo diferencia con la segunda en cuan
to al numero de repeticiones de los tratamientos donde fue inoculado el
nematodo (*), para éste se efectuaron 10 repeticiones debido a que 5 de
ellas serian utilizadas para la inoculacion del hongo en la segunda fe-
cha de siembra, la cual requeria que los suelos estuvieran previamente

infestados con el nematodo.

Las macetas fueron distribuidas al azar, el riego se efectud de 5
a 6 veces por semana; la temperatura ambiente en el invernadero oscild
entre 20°C y 30°C, eventualmente se hicieron aplicaciones de Tamaron al

1.5% para controlar 1a mosquita blanca.

A continuacion se enlistan los tratamientos aplicados en la prime-

ra y segunda fecha de siembra respectivamente:
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Tratamientos de la primera fecha de siembra

Franco natural sin nematodo.
Franco esterilizado sin nematodo.

Franco natural con nematodo (*).
Franco esterilizado con nemdtodo (*).

Franco-arenoso natural sin nematodo.
Franco-arenoso esterilizado sin nematodo.

Franco-arenoso natural con nematodo (*).
Franco-arenoso esterilizado con nematodo (*).

Franco-arcillo-arenoso natural sin nematodo.
Franco-arcillo-arenoso esterilizado sin nematodo.

Franco-arcillo-arenoso natural con nemdtodo (*).
Franco-arcillo-arenoso esterilizado con nematodo (*).

(*) Se realizaron 10 repeticiones para cada uno de estos tratamientos
ya que los otros solo contaron con 5 repeticiones.

Tratamientos de 1a segunda fecha de siembra

Franco natural sin hongo y sin nematodo.
Franco esterilizado sin hongo y sin nematodo.

Franco natural sin hongo y con nematodo.
Franco esterilizado sin hongo y con nematodo.

Franco natural con hongo y con nematodo.
Franco esterilizado con hongo y con nematodo.

Franco arenoso natural sin hongo y sin nematodo.
Franco-arenoso esterilizado sin hongo y sin nematodo.

Franco-arenoso natural sin hongo y con nematodo.
Franco-arenoso esterilizado sin hongo y con nematodo.

Franco-arenoso natural con hongo y con nematodo.
Franco-arenoso esterilizado con hongo y con nematodo.

Franco-arcillo-arenoso natural sin hongo y sin nematodo.
Franco-arcillo-arenoso esterilizado sin hongo y sin nematodo.

Franco-arcillo-arenoso natural sin hongo y con nematodo.
Franco-arcillo-arenoso esterilizado sin hongo y con nematodo.

Franco-arcillo-arenoso natural con hongo y con nematodo.
Franco-arcillo-arenoso esterilizado con hongo y con nematodo.

Se realizaron 5 repeticiones de cada tratamiento.
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d. Obtencion del indculo del nematodo

Para la obtencion de M. <ncognita se colectaron plantas de frijol
que presentaron los siguientes sintomas: escaso desarrollo vegetativo,
clorosis y presencia de agallas en el sistema radical. Las raices se se
pararon y guardaron con parte del suelo en bolsas de polietileno etique
tadas; todas las muestras se trajeron de terrenos de Tenextepango; Mor.,

y fueron refrigeradas posteriormente a 4°C hasta su empleo.

Con el fin de tener un cadlculo aproximado de los huevecillos que
contenia 1 g de raiz agallada, las muestras se procesaron para extraer
los huevecillos de Tas raices mediante la técnica de Hussey y Barker
(1973) a 1la QLe se hicieron algunas modificaciones que se explican a

continuacion:

De las muestras traidas de campo se escogieron las raices mas aga
1ladas y se lavaron perfectamente evitando que cayera el chorro de agua
directamente sobre ellas; se escurrieron y picaron finamente con las ti
jeras; el material resultante se homogeneizé y de ahi se tomo 1 g que
fuera representativo del total de las raices, haciendo de esto tres re-
peticiones. Estas raices se licuaron con 200 ml de solucidon clorada du-
rante 3 minutos (tiempo suficiente para dispersar 1os huevecillos de las
masas gelatinosas) teniendo cuidado de no exponerlas por mas del tiempo
mencionado a la accidn del Hipoclorito de Sodio (0.4%), ya que éste pue-

de dafiar 1os huevecillos de la muestra.

La suspension resultante se paso primero por un tamiz de 30 mallas
recogiendo el 1iquido en una cubeta y lavando las fracciones de raiz que

quedaron en el tamiz bajo el chorro de agua corriente; la suspension de



15

huevecillos que quedd en la cubeta, se agitd y pasé por el tamiz de 500
mallas; el material que quedd retenido en este Gltimo tamiz se virtid

con ayuda de una piceta en frascos de vidrio con capacidad de 15 ml.

Para el conteo de los huevecillos se agitd la muestra para homoge
neizar la suspension de los mismos y con una pipeta se tomaron 3 ml los
cuales fueron depositados en una caja contadora (de forma rectangular y
superficie cuadriculada), bajo un microscopio estereoscépico se procedid
a contar cuidadosamente con la ayuda ademas de un contador manual, lo que

se repitid tres veces para hacer el promedio y obtener mayor precision.

B. Infestacion de los suelos con Meloidogyne incognita en la
primera fecha de siembra de frijol

La inoculacion de los huevecillos del nematodo se realizd por me-
dio de trozos de raices agalladas por M. {ncognita cinco dias después de
la siembra; se inocularon 25 000 huevecillos aproximadamente por maceta;
como 1 g de raiz contenia aproximadamente de 4 000 a 6 000 huevecillos,
se utilizaron 5 g de trozos de raices agalladas para cada maceta con 4
kg de suelo. Los trozos de raiz agallada (no mayores de 1 cm de largo)
fueron desinfectados previamente durante tres minutos con Captan al 0.2%
(Sosa-Moss, 1986¢c), posteriormente se mezclaron con el suelo correspon-
diente a los tratamientos con la inoculacion de M. anogﬁiza tratando de
introducir los trozos de raiz en el suelo a una profundidad de 5 cm apro

ximadamente.

Después de cosechar y evaluar los parametros correspondientes a las
plantas, los cuales se mencionardn mas adelante, se determind el agalla-
miento de las raices y posteriormente se 1levo a cabo la extraccion y

conteo de los huevecillos como se describid anteriormente, procesandose
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9 muestras de raiz por maceta (3 por planta).

A cada frasco que contenia la suspension de huevecillos se le agre
garon 0.5 ml de formalina al 5% para preservar las muestras; después se
contaron 3 alicuotas de 3 ml de cada una de las muestras, por lo que fue
ron 27 conteos por maceta y 135 por tratamiento (suelo/condicion del sue

To/nematodo).

C. Inoculacion y reaislamiento de Paecilomyces Lilacinus en la
segunda siembra de frijol

a. Preparacion del inoculo de P. Lilacinus

Una cepa del hongo P. &ilacinus fue proporcionada por el Dr. Parviz
Jatala del Centro Internacional de la Papa (CIP) de Lima, Perd. E1 hongo
se encontraba en un medio de arena dentro de un frasco de vidrio, por To
que fue necesario reaislarlo para hacerlo crecer y propagarlo. Se utili-
z6 1a metodologia descrita por Jatala (1981f) que se explica a continua-

cion.

Se agito el tubo de vidrio que contenia el cultivo de arena y asép
ticamente se colocd una pizca del medio en un tubo de ensaye que contenia
9 ml de agua destilada y esterilizada, mezclandola bien; se realizaron
dos diluciones mas; de la primera se tom6 1 ml y se agregé a otro tubo
que contenia 9 ml de agua destilada y esterilizada y después se repitid
nuevamente este paso. De la tercera dilucion se tomaron 2 6 3 gotas de
Ta solucion y se colocaron sobre una placa con medio de cultivo de Papa-
Dextrosa-Agar (PDA) extendiendo el 1iquido con un asa triangular de vi-
drio, esterilizada, sobre el medio. Se prepararon 20 cajas Petri incuban

dolas a 28°C.
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Una vez obtenidas las colonias del hongo, se procedié a preparar
el indculo empleando arroz como medio de cultivo nutritivo para propa-
gar a P, L{Lacinus mediante l1a técnica ridstica sugerida por Jatala et
al., a la cual se le hicieron algunas modificaciones para obtener mejo-

res resultados.

Primeramente se lavaron Tos granos de arroz con agua corriente;
el arroz se hirvid por 3 minutos y se vacid sobre una coladera dejando-
1o escurrir y enfriar un poco; previamente se prepararon bolsas de p1&§

tico de 18 x 26 cm desinfestdndolas con Hipoclorito de Sodio al 0.5%.

Los siguientes pasos se efectuaron en una camara de flujo laminar
ya que de esta manera se evito la contaminacion del medio; el arroz se
extendio sobre papel secante esterilizado para evitar el exceso de agua,
vaciando después en cada bolsa de plastico 250 g de arroz; dentro de la
bolsa se colocaron trozos pequenos del medio de PDA con el hongo. Ya
agregado el indculo se agitaron las bolsas tratando de dispersar los tro
zos del agar en el arroz; posteriormente se sellaron y colocaron en for-
ma horizontal tratando de extender el arroz dentro de ellas para favore-

cer el crecimiento homogéneo del hongo.

Las bolsas fueron almacenadas en una gaveta a temperatura ambiente

hasta que P. L{lacinus cubrié casi o totalmente los granos de arroz.
b. Inoculacion de P. £ifacinus a los suelos

Un mes después de la primera cosecha, se volvid a sembrar frijol
y quince dias después se adiciond a los suelos el indculo del hongo pre-
parado previamente; para esto, de las bolsas con 250 q de arroz coloniza

do se tomaron aproximadamente 18 g y se mezclaron con el suelo de cada
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maceta a una profundidad de 5 a 10 cm; los suelos inoculados fueron 1os
correspondientes al tratamiento de nematodo (M. <{ncognita) con hongo
[P. Lilacinus); se tomaron cuidados para evitar la contaminacion de los

otros tratamientos y el maltrato de las plantulas de frijol.

La cantidad de inoculo empleada (4.5 g/kg de suelo) se determing
con base a un ensayo preliminar que se realizd con el fin de encontrar
y comprobar la cantidad optima de gramos de arroz por kilogramo de sue-
1o en el cultivo de frijol; la prueba se basoé en un estudio elaborado
por Jatala (198le) en cultivo de papa; en el caso de frijol se inocula-
ron cantidades de 2.5 g, 7.0ay 14 g por kilogramo de suelo, obteniendo
como resultados que de 2.5 a 7 g de granos de arroz por kilogramo de
suelo no se observaron alteraciones en las plantas, ya que cantidades
elevadas ocasionan cierta clorosis en las hojas, lo cual confirma los re

sultados obtenidos por Sosa-Moss et af. (1982b).

La evaluacion del segundo experimento formal, se realizé tres me-
ses después de la siembra; se cosechd y se realizé la extraccion de hue-
vecillos de las raices agalladas por medio de la técnica de Hussey y Bar
ker (1973) anteriormente descrita. Esto se hizo primeramente en el trata
miento que contenia el hongo, para realizar inmediatamente el conteo de
Tos huevecillos ya que no era posible fijarlos. pues la-Formalina (5%)
alteraria la presencia del hongo dentro de ellos; ademas era necesario
mantenerlos en condiciones naturales para posteriormente realizar la
prueba de comprobacion del parasitismo por el hongo. Se hicieron nueva-
mente los conteos de Tas alicuotas de 3 ml con tres repeticiones por
muestra y 135 por tratamiento (Tipo de suelo/condicidon del mismo/inocu-

lacion hongo-nematodo).
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c. Prueba de comprobacidon de huevecillos de M. {ncognita
parasitados por P. Zifacinus

Con el fin de comprobar que los huevecillos del nematodo fueron
parasitados por el hongo nematﬁfago, las muestras de 1os huevecillos ya
extraidos en la segunda cosecha, se colocaron sobre placas de agar-agar
con el objeto de observar el crecimiento del hongo, ya fuera dentro del
huevecillo o alguna de sus estructuras en el medio de cultivo; los hue-
vecillos después de ser extraidos se centrifugaron para poder eliminar
la basura que pudiera contaminar el medio de agar-agar. Este procedimien
to se aplico a las muestras pertenecientes al tratamiento de inoculacion

de M. <ncognita/P. Lilacinus en tres suelos.

E1 procedimiento de centrifugacion de las muestras fue el siguien-

te:

Cada muestra se coloco6 en tubos para centrifuga, agregando primera
mente media cucharadita de Caolin y sometiendo a centrifugacion a 3 500
rpm por 1 minuto; se tird el sobrenadante del tubo y posteriormente se
agregd una solucidén azucarada al 55% removiendo el sedimento con un agi-
tador de vidrio y se volvio a centrifugar a 3 500 rpm durante 1 minuto;
el sobrenadante resultante se colecté en un tamiz de 500 mallas. E1 mate
rial retenido en el tamiz se transfirio a frascos con capacﬁdad de 15 ml

con ayuda de una piceta conteniendo agua destilada, esterilizada.

Después de realizado el conteo de huevecillos, en condiciones asép-
ticas con una pipeta esterilizada (1 ml), se colocaron 0.5 ml de la sus-
pensidn que los contenia en las placas con medio de cultivo de agua-agar.
La muestra fue homogeneizada con el objeto de que Ta cantidad de hueveci

1Tos "sembrada" fuera representativa.
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Las placas se incubaron a 29°C, observandose diariamente bajo el
microscopio compuesto hasta ver la aparicion de hifas del hongo P, £4-
Lacinus Sobre el medio, se prepararon 3 placas por maceta por 1o que fue

ron 15 placas por tratamiento.
d. Reaislamiento de P. £ifacinus de los suelos inoculados

Para poder comprobar la presencia del hongo en los suelos inocula-
dos con el mismo, se procedid a reaislarlo despaés de la segunda cose-
cha. Para este fin se us6 el medio de Quitina-agar-Rosa de Bengala
(Q-a-RB) reportado por Godoy (1982) haciendo también varias modificacio

nes a esta técnica.

En este caso no fue empleada la quitina comercial en polvo, sino
que se hizo la extraccion de Ta misma empleando cuticula de crustaceos
(cascara de camaron), en el Laboratorio de Bioquimica del Colegio de
Postgraduados, mediante el procedimiento que se muestra en la pagina

No. 22.

El medio de Quitina-agar-Rosa de Bengala se prepard de la siguien

te forma:

En un matraz Erlenmeyer (cap. 1000 m1) se colocaron 500 ml de aqua
destilada, 2 ml de solucion de quitina, 0.5 g de Fosfato de Potasio,
0.25 g de Sulfato de Magnesio, 5 ml de solucidn de sales minerales * (en
el siguiente parrafo se indica su preparacidon), 0.5 m1 de Rosa de Benga-
la al 1% (P/V) y 10 g de agar; el matraz se tapd y esterilizd en una

olla de presion de vapor a 15 1b durante 20 minutos.
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*Solucion de sales minerales: para 1000 ml de agua destilada se agregan
1 g de Sulfato de Fierro, 1 g de Sulfato de Manganeso, 1 g de Sulfato

de Zinc y 2 gotas de Acido Sulflrico concentrado.

Después de haber esterilizado el medio, se dejo entibiar para agre
gar 0.11 g de estrptomicina, ajustando también el pH del medio a 5 me-

diante Acido Sulflrico 1 N,

Dentro de una camara de flujo Taminar se vacid el medio en las ca-
jas de Petri (5 ml/caja) y se dejo solidificar, cubriendo las cajas con
una manta para evitar la incidencia de Tuz y asi la alteracion del Rosa

de Bengala.

Se realizaron dos diluciones del suelo inoculado con el hongo, las
diluciones para cada muestra se hicieron mezclando 1 g de suelo en 9 ml
de agua destilada-esterilizada contenida en tubos de ensaye; de Ta prime
ra dilucion se pasé 1 ml a otro tubo que contenia 9 ml de agua destilada
esterilizada (segunda dilucion); de cada una se tomaron 0.5 ml y se colo
caron sobre el medio de Q-a-RB, distribuyendo Ta suspension con un asa
de vidrio sobre el medio; se realizaron 5 repeticiones por dilucion para

cada muestra de suelo inoculado con P. £{facinus.

Ya Tistas las cajas se incubaron a 28°C - 29°C, realtzando observa

ciones diarias hasta la aparicion del hongo (propagulos).



Extraccion de quitina a partir de cuticula de crustdceos.
Técnica modificada de Lingappa y Lockwood (1962) por M.C. Haydeé Hdz.U.

- Pulverizar 100 g de cascara de camaron

- Agregar 350 ml de NaOH IN y agitar por 10 minutos, pasar por
una manta de cielo y desechar el material retenido.

- Agregar 350 ml de HC1 1IN a la suspension colectada, agitar por
10 minutos; volver a filtrar. Repetir 3 veces.

- Colocar en frasco ambar la dltima solucidn filtrada y agregar
500 m1 de etanol. Dejar reposar por 24 horas en cuarto frio.
Realizar 2 cambios similares cada 24 horas.

- Decantar y filtrar la Gltima suspension (desechar la fase 1i-
quida).

- Remover con un poco de acetona el material semisdlido colec-
tado.

- Agregar HC1 concentrado (150 ml) lentamente, realizar bajo el
chorro de agua corriente.

- Agitar la suspension por 20 minutos dentro de una campana ex-
tractora.

- Filtrar la suspension a través de una capa de lana de vidrio
en un embudo Buchner.

- Colectar el filtrado en 500 ml de agua destilada en un frasco
ambar. Dejar reposar por 24 horas en un cuarto frio.

- Decantar y desechar la fase liguida.

- E1 precipitado se centrifuga a 6 000 rpm durante 20 minutos.
Desechar el sobrenadante.

- Resuspender la pastilla en agua destilada esterilizada.

- Agregar 4 ml de NAOH IN a la solucidon resultante. Dejar repo-
sar hasta que precipite. Desechar la fase liquida.

- Resuspender en agua destilada esterilizada para "lavar" la
suspension. Dejar reposar nuevamente para que precipite la
proteina. Desechar la fase liquida.

- La proteina precipitada se resuspende en agua destilada este-
rilizada aforando a 500 ml.

- Mantener la suspension en frasco ambar y en refrigeracion has
ta su empleo.



23

D. Disefio experimental y tipo de andlisis matematico
a. Parametros evaluados

Después de tres meses aproximadamente de haber sembrado las semi-
11as de frijol ejotero, se procedié a cosechar las plantas para evaluar
los dafios ocasionados por el nemdatodo, el efecto del hongo en la segun-
da siembra y la produccién de vainas o ejotes, asi como las caracteris-

ticas de las plantas que se describen a continuacion:

Indice de agallamiento. La evaluacion de este pardmetro se 1levd a

cabo antes de realizar la extraccion de huevecillos, para esto se hicie-
ron observacionesde la raiz de cada planta, constatando la presencia o

ausencia de agallas, basandose en la Escala de Clases de Agallamiento de
Taylor (1971) que van del 1 al 5 correspondiendo las siguientes caracte

risticas a cada una:

Clase Caracteristicas

1 Infeccion nula. Las raices carecen de

agallas visibles.

2 Infeccion muy ligera, agallas radicales

(de una a unas cuantas).

3 Infeccion ligera. Agallas radicales
poco abundantes.

4 Infeccion moderada. Agallas radicales
abundantes.
5 Infeccion intensa. Agallas radicales muy

abundantes.
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Nimero de huevecillos (no. huev./g de raiz). Las rafces que se en

contraban agalladas se lavaron para quitar la tierra, tratando de evitar
que cayera el chorro de agua corriente directo sobre ellas, después se
escogieron las agallas y se cortaron con las tijeras para pesar lo corres
pondiente a 1 g de raiz agallada para posteriormente realizar la extrac-
cion de Tos huevecillos por medio de 1a técnica modificada de Hussey y

. Barker (1973) anteriormente descrita.

Peso de l1a raiz (g). De 1a planta de frijol se separaron la parte

aérea y la raiz, a ésta Gltima se le elimind la tierra y se pesd. Aque-
11as raices que se encontraban agalladas se colocaron nuevamente con su
suelo respectivo en bolsas de polietileno para posteriormente realizar

la extraccion de huevecillos.

Altura de Tla planta (cm). Las plantas se sacaron de las macetas y

se midieron desde el inicio del tallo (cuello de la raiz) hasta el apice.

Peso fresco del follaje (g). Para esta medicion se cortaron las

plantas al nivel del cuello de la raiz separando la parte aérea de la ra
dical, se pesd todo 1o correspondiente al tallo y follaje excluyendo las

vainas, las cuales fueron separadas también de la planta.

Peso seco del follaje (g). Este parametro sélo se considerd en la

segunda fecha de siembra; después de pesar las plantas (tallo y follaje)
éstas se colocaron en bolsas de papel estrasa para posteriormente deshi-
dratarlas y secarlas en una estufa durante 72 horas, pasado este tiempo

se pesaron las 3 plantas juntas que correspondieron a 1 maceta.

Nimero de vainas (no. va/planta). Las vainas o ejotes ya separadas

de la parte aérea de la planta se contaron.



Peso de las vainas (g/planta). Después de contar los ejotes, se

procedio a pesarlos, considerando el nimero completo de vainas por plan

ta.

b. E1 disefio experimental empleado para evaluar la inoculacion de Melfod
dogyne 4incognita sobre los diferentes parametros evaluados de 1las
plantas crecidas en los suelos estudiados, asi como el efecto de la
inoculacion de Paecilomyces Lilacinus sobre los mismos, fue el de

Parcelas sub-subdivididas.

Comprendiendo 30 repeticiones por suelo, incluyendo cada uno de
los tratamientos con sus 5 repeticiones, representando cada repeticion

el promediofde tres plantas por maceta.

Las parcelas principales o grandes fueron los tres tipos de suelo

- 1 : Primera localidad
- 2 : Segunda localidad

- 3 : Tercera localidad
Las subparcelas o parcelas pequenas fueron los tratamientos (T2):

- 1 : Testigo (sin inoculacion del nematodo ni del hongo).
- 2 : Inoculacion de MeLodidogyne Lncognita.

- 3 : Inoculacidon de M. incognita y P. Lilacinus.
Como sub-subparcelas se considerd la condicion del suelo (TS):

- 1 : Suelo en condicion natural

- 2 : Suelo esterilizado

25



Posteriormente, se-realizo el Analisis de Varianza (ANVA) de los
datos correspondientes a cada parametro en estudio para conocer si ha-
bia diferencias con respecto a los suelos, tratamientos y condicion de
Tos suelos. En el ANVA se tomélcomo unidad experimental el promedio de
las 3 plantas por maceta, 1o que correspondié a 1 repeticidon, siendo un

total de 5 repeticiones por tratamiento.

Para el parametro nimero de huevecillos por gramo de raiz, se to-
mo como unidad experimental el promedio de las 27 lecturas de hueveci-
1los correspondientes a las 3 plantas por maceta (3 extracciones de hue
vecillos de 1 g cada una por planta, con 3 repeticioes de conteo de hue

vecillos cada una).

Cuando hubo diferencias significativas en el ANVA, se 1levd a ca-
bo 1a Prueba de Separacion de Medias de Tukey para conocer las diferen-
cias entre tratamientos, suelo y condicion de los mismos con respecto a

los parametros evaluados.

26
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Determinacion de algunas caracteristicas fisicoquimicas de
los tres tipos de suelo empleados en la investigacion

Con base a las pruebas realizadas fue posible determinar las dife
rencias entre 1os suelos y clasificarlos de acuerdo a su textura (Cua-
dro 1). Los tres suelos pertenecen al tipo "Franco", siendo favorables
para el cultivo del frijol que requiere suelos cuya textura va de “Fran
co-limosa" & ligeramente "Arenosa", tolerando bien los suelos "Franco-

arcillosos".

CUADRO 1. ALGUNAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LOS SUELOS EMPLEADOS.

No. de Clasificacion Porcentaje C1g**>
control  textural Arena L[imo Arcilla pH* meq/100 g
T1--1 Franco 45.12 30.36 24,52 6.5 16.06
Tl_2 Franco-arenoso 67.12 24.36 8.52 6.0 4.42
T3 Franco-arcillo- 45,12 28.36 26.52 7.0 22.52

arenoso

* pH Potencial de iones hidrdgeno
** CIC Capacidad de intercambio cationico

En cuanto al estado de acidez o reaccidn del suelo (pH), se deter-

mind que el franco-arenoso tenia un pH de 6, es decir, era ligeramente
acido; el franco y franco-arcillo-arenoso tenian un pH de 6.5 y 7 respec

tivamente y fueron considerados neutros. Los tres tipos de suelo estaban
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dentro del rango Gptimo para el desarrollo de la mayoria de los culti-
vos y dos de ellos tenian un pH favorable para el cultivo de frijol que
se desarrolla bien entre pH de 5.5 a 6.5 (Andnimo, 1981). E1 pH se tomé
en cuenta, porque determina la disponibilidad de los nutrientes para
que la planta los pueda utilizar, e influye también en el desarrollo de
los microorganismos habitantes de la rizosfera. Al respecto se sabe que
Meloidogyne spp., se desarrolla en un pH que va de 4.8 a 8.0 y para P.
Likacinus se ha encontrado un rango de tolerancia amplio que va de 2 a
10 (Domsch, 1980),2p0r 1o que el pH de los tres suelos usados en este
experimento, pueden considerarse como favorables para el establecimien-

to de ambos organismos.

La otra propiedad fisicoquimica determinada fue la capacidad de

intercambio cationico (CIC), el valor mas alto (22.52 meq/100 g) corres

pondié al suelo franco-arcillo-arenoso, debido en parte a su alto porcen
taje de arcilla (24.52%), ya que como es conocido, las particulas tanto
de arcilla como la materia organica constituyen el material coloidal del
suelo que determina la propiedad de intercambio cationico (Foth, 1979).
E1 valor intermedio (18.06 meq/100 g) correspondic al suelo franco y el
valor mas bajo (4.42 meq/100 g) lo presentd el suelo franco-arenoso, el

cual contenia el porcentaje mds bajo de arcilla (8.52%).

E1 interés de conocer esta propiedad, radica en que la oviposicion
y sobrevivencia de las larvas de los nematodos, asi como también el esta
blecimiento del hongo y la absorcion de nutrientes por la raiz de las

plantas (Palm, 1976), se ven influenciados por varios iones y sales.
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B. Infestacion del suelo con M. incognita en la primera
fecha de siembra

Después de ser inoculados los suelos con aproximadamente 25 000
huevecillos por maceta, las plantas de frijol mostraron algunas dife-
rencias en su desarrollo y produccion de ejotes, To que permitio eva-
Tuar tanto la influencia del tipo y condicion de los suelos, actuando
como sustrato para el frijol, como el dafio causado a éste por el nema-

todo.

Por ser el indice de agallamiento una caracteristica importante
en la evaluacion del desarrollo del nematodo en la planta, los resulta
dos correspondientes a este parametro se analizaron por un método dife
rente al que se usO para analizar los otros parametros, descrito ante-

riormente en la metodologia.
1. Indice de agallamiento

En esta siembra se observd que el nematodo al ser inoculado en los’
tres suelos, se desarrol16 adecuadamente, ya que infectd las plantas oca
sionando agallamiento en sus raices; este sintoma se presentd en diferen

tes grados, como se muestra en el Cuadro 2.
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CUADRO 2. INDICE DE AGALLAMIENTO DE LAS RAICES DE PLANTAS DE FRIJOL DE
LA PRIMERA FECHA DE SIEMBRA

Indice de (%)

Tratamientos Agallamiento
Franco natural sin nematodo 1
Franco esterilizado sin nematodo 1
Franco natural con nematodo 3
Franco esterilizado con nematodo 3
‘Franco-arenoso natural sin nematodo 1
Franco-arenoso esterilizado sin nematodo 1
Franco-arenoso natural con nemdtodo 3
Franco-arenoso esterilizado con nematodo 3
Franco-arcillo-arenoso natural sin nematodo 2
Franco-arcillo-arenoso esterilizado sin nematodo 2
Franco-arcille-arenoso natural con nematodo 2
Franco-arcillo-arenoso esterilizado con nematodo 4

(*) Promedio de 3 plantas por maceta con 5 repeticiones

Al observar los resultados y usando al testigo (no inoculado) como
punto de comparacidon, con el grado 1 que indica ausencia de agallas, pue
de notarse que las raices desarrolladas en los suelos franco y franco-
arenoso, que fueron inoculadas artificialmente, mostraron un indice de

agallamiento de 3, 1o que indica una infeccion de aproximadamente 60%.

En el caso del suelo franco-arcillo-arenoso con una infestacion de
campo, esterilizado y sin inocular, se observaron algunas agallas en las
raices, lo que indica qde la esterilizacion con Bromuro de Metilo no fue
del todo efectiva; el mismo suelo en condicidn natural y también sin ino
cular, permitieron el desarrollo de raices con un indice de 2 (aproxima-
damente 40% de infeccion), que aunque puede considerarse como ligera,

permitid comprobar la infestacidn natural de este suelo. Los resultados
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de agallamiento para 1as raices desarrolladas en el mismo suelo, pero
inoculado artificialmente con el nemdtodo, fueron de 2 a 4 0 sea entre

40 y 80% de infeccion.

2. Evaluacion de los parametros registrados en la primera
fecha de siembra

E1 disefio de parcelas sub-subdivididas que se usd, permitié anali

zar los parametros considerados, de la siguiente manera:

- Relacion entre los tratamientos (testigo e inoculacion
con M. 4ncognita) y los parametros evaluados (nimero
de huevecillos por g de raiz, peso de raiz, peso de fo

11aje, altura de 1a planta, peso y nimero de vainas).

- Influencia de los suelos (franco, franco-arenoso, franco-

arcillo-arenoso) sobre 1os mismos parametros.

- Influencia de Ta condicion de los suelos (natural, es-

terilizado) también sobre los mismos parametros.

E1 analisis de varianza mostrd diferencias para los parametros pe-
so de raiz y numero de huevecillos, bajo Ta influencia de los tratamien-

tos, no habiendo diferencia para los otros parametros evatuados.

En cuanto al efecto de los suelos sobre los parametros, se presen-
taron diferencias en la altura de las plantas, peso fresco del follaje,
peso de las vainas y numero de huevecillos; en cambio para el nimero de
vainas producidas y el peso de las raices, no existio diferencia signifi
cativa, en relacion con los tipos de suelo (franco, franco-arenoso, fran-

co-arcillo-arenoso).



32

Tampoco se detectaron diferencias estadisticas en relacion al efec
to de 1a condicion del suelo, sobre todos Tos parametros registrados en

las plantas.

Para mayor facilidad, los resultados se presentan y discuten cada

uno por separado.

Nimero de huevecillos

Como era de esperarse, en 10s tres suelos, el promedio de hueveci-
11os por gramo de raiz, presentdo diferencia entre el tratamiento testigo,
sin inocular, y el inoculado con M. {ncognita, ya que la prueba de sepa-
racion de medias de Tukey indic6é que la diferencia fue altamente signifi
cativa, correspondiendo a este Ultimo tratamiento una media de 174.8 hue

vecillos por gramo de raiz.

Cabe hacer notar que el valor del tratamiento testigo es de 11.91
y no de "0" huevecillos, esto se debe a que se tomaron en cuenta en el
promedio, los huevecillos extraidos de las plantas pertenecientes al sue
lo de Tenextepango, Mor., que se encontraba naturalmente infestado. Estos

resultados se muestran en el siguiente cuadro.

CUADRO 3. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE EL NUMERO DE HUEVECILLOS POR
GRAMO DE RAIZ, EN LA PRIMERA FECHA DE SIEMBRA

Ndmero de hue;eci]los/g raiz

Tratamientos
Inoculacion de M. {ncognita 174.75 a
Testigo (sin inoculacion) 11.91 b

DMS : 97.45 huev./g de raiz.
Las medias seguidas por la misma Tetra son iguales entre si, p = 0.05
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Con respecto a 1a influencia de los suelos sobre el nimero de hue
vecillos, se encontraron diferencias significativas en el ANVA;la prue-
ba de separacion de medias de Tukey indicdé que las medias correspondien
tes a los suelos franco y franco-arcillo-arenoso tuvieron valores mayo-
res que el del suelo franco-arenoso (Cuadro 4).

CUADRO 4. EFECTO DE LOS SUELOS SOBRE EL NUMERQO DE HUEVECILLOS POR GRAMO
DE RAIZ. PRIMERA SIEMBRA

No. de huevecillos/g de raiz
Tipos de suelo

Franco-arcillo-arenoso 157.6 a
Franco ' 133.9 a
Franco-arenoso 69.86 b

DMS : 85.7 huev./g de raiz
Las medias seguidas por la misma letra son iguales entre si, p = 0.05

Probablemente 1a razdon por la cual el valor mas alto corresponde
al suelo franco-arcillo-arenoso, es que en éste se encuentra M. {ncognita
en condiciones naturales, las que son propicias para el desarrollo de es

te parasito.

Por otra parte, aunque el suelo franco-arenoso contenia un 67.12%
de arena que favorece el desarrollo de este género de nematodos, mostro
el nlmero mas bajo de huevecillos; es posible que otros factores tales
como la humedad no hayan sido favorables. Si bien es cierto que el riego
fue constante y similar, debe tenerse presente que en las macetas la per
colacion y evaporacion del agua son mas rapidas en este tipo de suelo,
por 1o que, al no haber suficiente agua se impidio o disminuyd tanto el
movimiento de las larvas asi como la eclosion de los huevecillos de Tos

nematodos.
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Peso de 1a raiz

E1 efecto de Ta inoculacion de M. {ncognita se expresdé en un mayor
peso de raices en comparacion con las plantas del tratamiento testigo
(sin inocular); esto se debe a que las agallas producidas por el nemato-
do incrementan el peso normal de las raices, como se observa en el si-

guiente cuadro.

CUADRO 5. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE EL PESO DE LA RAIZ. PRIMERA

SIEMBRA
Peso de la raiz (g)
Tratamientos g
Inoculacion de M. {ncognita 2.06 a
Testigo (sin inoculacién) 1.12 b
DMS : 0.78 g

Las medias seguidas por la misma letra son iguales entre si, p = 0.05

En relacion con esto, Noriega y Becerra (1986), mencionan que du-
rante 1a infeccidn por M. {ncognita, la mayor parte del crecimiento de
la planta se concentra en las raices, en detrimento de la floracidn y
del desarrollo de frutos; ademas indican haber observado este fendmeno
de mayor peso de raices en plantas infectadas con M. incognita en chile
xalapeno (Capsicum annuum, L.). También Jiménez (1986) seﬁé1a haber en-
contrado que raices infectadas por Mefodidogyme spp. presentan mayor vo-
Tumen y peso, que las sanas, y mayor ain que las infectadas por algin

hongo.
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Altura de la planta

Las plantas que crecieron en los suelos franco y franco-arenoso
mostraron en forma significativa una mayor altura en comparacion con
Tas que crecieron en el suelo franco-arcillo-arenoso; por medio de la
prueba de separacion de medias de Tukey se confirmaron las diferencias,

como se muestra a continuacion en el Cuadro 6.

CUADRO 6. EFECTO DE LOS SUELOS SOBRE LA ALTURA DE LA PLANTA. PRIMERA

SIEMBRA
Altura (cm)
Tipos de suelo X
Franco 56.8 a
Franco-arenoso 44.1 a
Franco-arcillo-arenoso 39.6 b
DMS : 13.2 cm

Las medias seguidas por la misma letra son iquales entre si, p = 0.05

Peso fresco del follaje

Las plantas crecidas en los suelos franco y franco-arcillo-arenoso
se mostraron mas vigorosas y tuvieron una mejor produccion de hojas, en
compracion con las que crecieron en el suelo franco-arenoso, por lo que
al separar las medias, la prueba de Tukey mostré diferencias altamente

significativas (Cuadro 7) confirmando las observaciones anteriores.
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CUADRO 7. EFECTO DE LOS SUELQS SOBRE EL PESO DEL FOLLAJE EN AMBOS TRA-

TAMIENTOS, EN LA PRIMERA SIEMBRA

Tipos de suelo

Peso fresco de; follaje (g)

Franco
Franco-arcillo-arenoso

Franco-arenoso

4.4 a
5.8 a
2.6 b

DMS : 3.06 g

Las medias seguidas por la misma letra son iguales entre si con una
probabilidad de confianza de C.05.

Peso de las vainas

Al 1guéi que el parametro anterior, las plantas que tuvieron una
mejor produccion de vainas (peso), fueron las que crecieron en los sue-
los franco y franco-arcillo-arenoso, correspondiendo el menor peso a las
del suelo franco-arenoso. Segin la prueba de Tukey podemos observar las
diferencias en el siguiente cuadro.

CUADRO 8. EFECTO DE LOS SUELOS SOBRE EL PESO DE LAS VAINAS, EN LA PRI-
MERA FECHA DE SIEMBRA

Peso de las _vainas (g)

Tipos de suelo X
Franco Bl ¥4
Franco-arcillo-arenoso h.3 @&
Franco-arenoso 2.8 b
DMS : 2.23 g

Las medias seguidas por la misma letra son iguales entre si, p = 0.05
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C. Inoculacion y reaislamiento de Paecilomyces Lilanicus en
la segunda fecha de siembra

Los resultados de esta segunda siembra se analizaron independien-
temente de 1a primera, debido a que se aplico un tratamiento mds (inocu
lacion de P. Lilacinus/M. incognita); ademds la época de siembra fue di

ferente.

Las caracteristicas de las plantas de frijol, consideradas para
la evaluacion al tiempo de la cosecha, también mostraron diferencias que
pueden atribuirse a Ta influencia de los tratamientos y a los suelos en
los cuales se desarrollaron. A continuacion se describen los resultados

para cada parametro.
1. Indice de agallamiento

La evaluacion del grado de agallamiento de las raices (Cuadro 9),
indico que en el tratamiento testigo (sin inoculacidn de nematodo ni hon
go) en todos los suelos, excepto en el franco-arcillo-arenoso, las rai-
ces mostraron un valor de "I", es decir, que no hubo infeccion ya que el
nematodo no se inoculd, este tratamiento se usé nuevamente como punto de
comparacion para los otros tratamientos. En el Gltimo suelo mencionado,
que fue traido de Tenextepango, Mor., hubo agallamiento de las raices de
grado 2 (infeccion ligera), lo cual comprobo nuevamente la infestacion

natural de este suelo.

Para los tratamientos en los cuales se inoculd M. sncognifa se ab-
tuvieron diferentes valores; los mas altos correspondieron al suelo fran
co, tanto en condicion de suelo natural como esterilizado; en este caso,

el indice de agallamiento fue de 4, que correspondié a una infeccion - -
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CUADRO 9. INDICE DE AGALLAMIENTO DE LAS RAICES DE PLANTAS DE FRIJOL DE
LA SEGUNDA FECHA DE SIEMBRA.

Indice de

Tratamientos Agallamiento
Franco natural sin hongo/s{n nematodo 1
Franco esterilizado sin hongo/sin nematodo 1
Franco natural sin hongo/con nematodo 4
Franco esterilizado sin hongo/con nemdtodo 4
Franco natural con hongo/con nematodo 3
Franco esterilizado con hongo/con nematodo 3
Franco-arenoso natural sin hongo/sin nematodo 1
Franco-arenoso esterilizado sin hongo/sin nematodo 1
Franco-aren&éo natural sin hongo/con nematodo 3
Franco-arenoso esterilizado sin hongo/con nematodo 2
Franco-arenoso natural con hongo/con nematodo 2
Franco-arenoso esterilizado con hongo/con nematodo 2
Franco-arcillo-arenoso natural sin hongo/sin nematodo 2
Franco-arcillo-arenoso esterilizado sin hongo/sin nematodo 2
Franco-arcillo-arenoso natural sin hongo/con nematodo 3
Franco-arcillo-arenoso esterilizado sin hongo/con nematodo 3
Franco-arcillo-arenoso natural con hongo/con nematodo 2

Franco-arcillo-arenoso esterilizado con hongo/con nematodo 2
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fuerte, con agallas radicales abundantes. En Tos suelos franco-arenoso
y franco-arcillo-arenoso, las raices mostraron una infeccion ligera
con agallas radicales poco abundantes, correspondiéndoles un grado 3 de

agallamiento.

En el tratamiento correspondiente a la inoculacién del hongo P.
Likacinus y el nematodo M. 4Lncognita, los valores de agallamiento se re
dujeron un 20% (un grado), en comparacidn con el otro tratamiento en el
que solo estaba inoculado el nematodo (Cuadro 9). Comparando las raices
infectadas que se desarrollaron en el suelo franco, con agallamiento de
grado 4 (80%), con la de las plantas inoculadas con Mefod{dogyne pero
también con el hongo nematoparasito, se redujo el agallamiento a un gra
do 3 (50%);:£n los otros dos suelos sucedido 1o mismo, es decir, con el

hongo hubo una reduccidn del 20% (de grado 3 a 2).

Son varias las causas que podrian explicar los resultados anterio-
res; en lo que respecta a los tipos de suelo, se observa qué clase de
particulas (tamano y diametro) que los constituyen, influyen en la poro-
sidad del mismo 1o que a su vez condiciona el espesor de las peliculas
de agua que se forman; esto tiene tiene influencia en el desplazamiento
de los nematodos en el suelo (Palm, 1976). Si aplicamos esta informacion
a los resultados obtenidos, podriamos decir que los sueles influyeron en
el movimiento de las larvas de M. {ncognita, inhibiendo o incrementando

el nimero de Tas que penetraron a las raices.

Otras propiedades de los suelos, como el pH, CIC y demas caracte-
risticas abidticas pudieron tener también un efecto en los resultados ob
tenidos. En relacion con esto, Palm (1976 ) menciona que 1as raices de las

plantas también pueden modificar las caracteristicas del medio suelo,
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disminuyendo 1a concentracion de los nutrientes, la humedad, el oxigeno
e incrementando el COZ’ contribuyendo con la exudacion y muerte de célu
las, a la produccidon de una gran variedad de sustancias organicas; indi
ca ademas, que los exudados ihf1uyen en el movimiento de las Tlarvas, lo
cual pudo haber sido otra de las causas que afectd el indice de agalla-

miento de las raices, de las plantas de frijol en estudio.

En ocasiones un medio ambiente determinado no puede ser favorable
para algunos organismos, mas aln cuando se introducen su o sus antagonis
tas; tal es el caso de M. <ncognifa al inocular P. £L{facinus, ya que ba-
jo estas condiciones el hongo influyd en el proceso de formacion de aga-
11as, debido a que el hongo ademas tiene la capacidad de parasitar hem-
bras en desarrollo (Jatala, 1979a), ésta pudo haber sido otra de las cau
sas de importancia en este estudio que influyo en el proceso de infeccion

por el nematodo.

Por otro lado, la diferencia de fecha de siembra asi como el tiem-
po en que los suelos se dejaron sin sembrar (un mes), pudo haber influido
en la reduccion de las Tlarvas y la viabilidad de los huevecillos de M.

Ancognita y de esta manera reducir la infeccidn general de las plantas.

Cabe senalar que las raices que mostraron menos aga1}as, presenta-
ron gran cantidad de nodulos nitrificantes, esto podria indicar que la
inoculacion de P. LilacLnus, por medio de granos de arroz, propicid el
incremento de Ta materia organica en los suelos, 1o que influyé en el de

sarrollo de bacterias nitrificantes.
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2. Evaluacion de los parametros registrados en la segunda
fecha de siembra

En cuanto a los resultados de los otros parametros evaluados en la
segunda cosecha, fueron el nimero de huevecillos, peso de las raices y
peso fresco del follaje, 1os que presentaron diferencias significativas
en el ANVA, con respecto al efecto de los tratamientos (sin inoculacio-
nes, inoculacién del nematodo, inoculacién del hongo y el nemdtodo) apli
cados a los tres suelos; el peso seco del follaje, altura de 1a planta,
peso de las vainas y numero de vainas, no presentaron diferencias signi-

ficativas.

En cuanto al efecto de 1os suelos sobre la expresion de los parame
tros peso de raiz, altura de la planta y peso de las vainas, se detecta-
ron diferencias significativas en el ANVA, no encontrandose diferencias
estadisticas en los parametros restantes (numero de huevecillos, peso

fresco del follaje, peso seco del follaje y ndmero de vainas).

No se presentaron diferencias en ninguno de los parametros, en re-

lacion con el efecto de la condicion de 1os suelos.

Namero de huevecillos

Con respecto a este parametro que es de mayor importancia para es-
te estudio, se obtuvieron los siguientes resultados: el promedio de hue-
vecillos extraidos por gramo de raiz, perteneciente al tratamiento que
consistio en inocular M. {ncognita en los tres suelos, fue significativa
mente mayor en comparacion con el de los otros dos tratamientos (inocula
cion de P. Lilacinus/M. incognita y el testigo), el cual se muestra en el

siguiente cuadro:
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CUADRO 10. EFECTO DE LOS. TRATAMIENTOS SOBRE EL NUMERO DE HUEVECILLOS
POR GRAMO DE RAIZ, EN LA SEGUNDA SIEMBRA

No. huevecil1o§/g de raiz

Tratamientos ‘
Inoculacion de M. {ncognita 3002.2 a
Inoculacion de P. Lilacinus/M. Lncognita 61.9 b
Testigo 0.0 b

DMS : 1 110.2 huev./g de raiz
Las medias seguidas por la misma letra son iguales entre si, p = 0.05

Estos resultados sugieren que el hongo P. Liflacinus actud como un
agente de control bioldgico al parasitar Tos huevecillos del nemédtodo
(Fig. 2, pag. 52), ocasionando la muerte de un nimero considerable de
éstos. Sin embargo, queda la duda de que al menos parte de la reduccion
pudo haberse debido a los fendmenos derivados de la incorporacion de los
granos de arroz al suelo, como se mencioné anteriormente. No obstante las
consideraciones anteriores, el nimero tan reducido de huevecillos se pue
de atribuir a la accidn parasitica del hongo y a su rapidez para desinte
grar al huevecillo, porque, aunque la produccion de ellos por las hembras
hubiera sido normal, al introducir a P. Lilacinus en 1os suelos y encon-
trar el sustrato adecuado para su desarrollo, inmediatamente parasitd a
los huevecillos, ocasionando su muerte y degradacion. A este respecto
Jatala (1979a) encontrd que el hongo es capaz de parasitar y destruir el

embridon, en un periodo de 10 a 12 dias.

Cabe recordar que el hongo es capaz de parasitar hembras en desarro
110 y de esta manera evitar la produccion de huevecillos, lo cual pudo ha
ber influido en el parametro en estudio; al respecto, Kerry (1974) traba-

jo con hongos que parasitan hembras jovenes de Heterodera avenae y - - -
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mengiona que un hongo que.tenga la capacidad de matar hembras, antes de
que éstas produzcan huevecillos, cominmente reduce las poblaciones de

nematodos, mds que aquéllos que atacan a larvas infectivas.
Peso de la raiz

Las plantas que tuvieron un mejor desarrollo de raices fueron las
que crecieron en el suelo franco-arenoso, bajo los tres tratamientos;
la prueba de separacion de medias de Tukey indicé que las diferencias
fueron altamente significativas para este parametro, al comparar sus va
lores correspondientes con Tos valores de los otros dos suelos (franco
y franco-arcillo-arenoso). Observar el siguiente cuadro:

CUADRO 11. EFECTO DE LOS SUELOS SOBRE EL PESO DE LA RAIZ EN LOS TRES
TRATAMIENTOS, PERTENECIENTES A LA SEGUNDA FECHA DE SIEMBRA

Peso de raiz (gq)

Suelos
Franco-arenoso 3.1 a
Franco 1.9 b
Franco-arcillo-arenoso 1.7 b

DMS Pr : 1.0 g

Las medias seguidas por l1a misma letra son iguales entre si con un 0.05
de probabilidad.

La textura arenosa permitidé un desarrollo de raices secundarias en
abundancia, 1o cual influyd en el peso de la raiz. En cuanto al valor
mas bajo, correspondiente al suelo franco-arcillo-arenoso, 1o podemos
relacionar con la influencia de los tratamientos sobre este parametro,

como se explica a continuacion.
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E1 andlisis estadistico mostrd que lTos tratamientos tuvieron efec
to sobre este pardmetro (Cuadro 12), en donde los promedios mas altos
correspondieron al testigo (sin inoculaciones) y se observd que las plan
tas crecidas en los sue1os.inocu1ados con P. Lilacinus mostraron valores
mas bajos de peso de raiz en comparacion con los otros dos tratamientos
(testigo e inoculacion con M. {ncognita).

CUADRO 12. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE EL PESO DE LA RAIZ, EN LA
SEGUNDA STEMBRA

Peso dexraiz (g)

Tratamientos
Testigo (sin inoculaciones) 3.4 a
Inoculacion~de M. {ncognita 2.2 b
Inoculacion de P. Lilacinus/M. Lincognita 0.9 c
DMS : 0.96 ¢

Las medias seguidas por la misma letra son iguales entre si con un 0.05
de probabilidad de confianza.

Al evaluar este parametro se detectd la presencia de un hongo fi-
topatdgeno, Rhizoctonia SP., que incrementd el dafio provocado por el ne-
matodo, ocasionando la pudricion de las rafices en el tratamiento de la
inoculacion de P, 2ilacinus/M. Aincognita, repercutiendo esto en el prome

dio general del peso de la rafz.

E1 ANVA mostrd diferencias altamente significativas en el efecto
de los suelos sobre el peso de las raices, cabe mencionar que las plan-
tas crecidas en el suelo franco-arcillo-arenoso inoculado con P. £{laci-
nus /M. Lncognita, mostraron los valores mas bajos de peso de raiz en com
paracion con los de los otros dos suelos y los otros tratamientos. Dentro

de las posibles explicaciones que se pueden dar al respecto, puede ----
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aludirse por un 1ad0.lque al adicionar los granos de arroz que portaban
al hongo P. Z{lacinus, proporcionaron carbono y energia Gtiles para el
desarrollo de otras poblaciones de microorganismos del suelo, algunos
perjudiciales a las plantas, en este caso el hongo Rhizoctonia sp. SO-

bre P. vulgarnis.

Con respecto a la presencia del hongo fitopatdogeno en los suelos
y su efecto sobre la planta, asi como también en la rizosfera, sabemos
que existen en algunos casos relaciones sinergisticas entre los microor
ganismos, entre ellas las de nematodos y hongos fitopatdgenos, de las
cuales se han realizado varios estudios; entre ellos podemos citar al
de Ram y Dwivédi (1983) quienes sefialan que al indocular simultaneamente
Meﬁo{doggnejgp. con Rhizoctonia sp. o Fusaiium sp. provocan sintomas de
marchitez y pudricion de la raiz, mas rapidamente y en forma exitosa que
cuando se inocula Unicamente el hongo. También Powell (1963) indica que
la enfermedad 1lamada "secadera" de la planta de algodon, causada por
Rhizoctonia solandi, fue mas severa cuando Meloddogyne acrita estuvo pre-
sente. En este estudio pudimos observar nuevamente el efecto sinergisti-
co que existe entre M. incognita y Rhizoctonia sp. actuando negativamen-

te sobre las plantas de frijol.

Por otro lado, y con respecto al tratamiento P. Lilacinus/M. in-
cognita, podemos mencionar y relacionar la siguiente informacion: existe
gran relacion entre las poblaciones de Rhizoctonia spp. y Pyfhium Spp.
ya que se conoce que al estar presente uno de los géneros, siempre se en
cuentra el otro, al haber algln cambio o reduccidon en alguno de ellos,
el dafio producido por el otro es mas fuerte y mds drastico que cuando se
encuentran compitiendo (Garcia, R. 1985b); Hoch et af. (1975) consideran

que el género Pythium actlia como patdgeno primario sobre aislamientos --
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hechos en raices enfermas de frijol, seguido de Rh{zoctonia soland. yFu-
sarium so0lani, 10 que puede indicar también que se trata de una asocia-
cion entre ellos. Esto nos podria indicar que al estar presente Rhizoc-
tondla sp. probablemente se ehcontraba Pythium sp., aunque no se hubiera
observado en los aislamientos, ya que se sabe que en ocasiones cuando

se realizan aislamientos, solo se presenta uno de los dos hongos (Gar-
cia, R., 1974a), o bien se requiere de medios selectivos, pero ademas,
la evidencia Unicamente de Rhizoctonia Sp., podria indicar también que
otro factor actud sobre Pythium sp., en este estudio; al respecto pode-
mos relacionar la informacion obtenida por Lumsden et af., en 1982,
quienes realizaron un trabajo en suelos de chinampa originarios de Méxi
co, en donde. registraron qué especies de Paecifomyces entre otras, eran
antagonistas de Pythium aphanidermatum.Por 1o tanto. relacionando la in
formacion anterior con nuestros resultados, se puede decir que posible-
mente al inocular el hongo P. £iLacinus en el suelo franco-arcillo-are-
noso y parasitar los huevecillos de M. {ncognita, también pudo haber ac
tuado como antagonista de Pythdum spp., Si es que éste se encontraba pre
sente y de esta forma haber favorecido el desarrollo de Rh{zoctonfa sp.,
que actuo sinergisticamente con M. {ncegnita, provocando un dano mas se-

vero en las raices de frijol.

Estos resultados comprueban que de alguna forma se originan cam-
bios en la rizosfera al introducir un microorganismo extrano a un medio
en estudio, obteniendo resultados que no son tan satisfactorios, ya que
se ve afectado el equilibrio de las poblaciones que estan ahi interac-
tuando, 1o que es perjudicial en algunos casos para el buen desarrollio

del cultivo.
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Altura de las plantas .

Durante el ciclo de crecimiento del frjjol se observd que las plan
tas mas altas fueron las que se desarrollaron en el suelo franco-arenoso
en los tres tratamientos. La prueba de Tukey indicd que el valor mas al-
to correspondié efectivamente a las plantas crecidas en el suelo franco-
arenoso en comparacioén con los otros dos suelos como se puede observar
en el siguiente cuadro.

CUADRO 13. EFECTO DE LOS SUELOS SOBRE LA ALTURA DE LAS PLANTAS BAJO LOS
TRES TRATAMIENTOS, EN LA SEGUNDA FECHA DE SIEMBRA

Altura (cm)
Suelos X

Franco-arenoso 30.2 a
Franco 24.2 b
Franco-arcillo-arenoso 20.2 b

DMS : Al. : 4.8 cm

Las medias seguidas por la misma letra son iguales entre si con 0.05 de
probabilidad

Los resultados anteriores indican que el suelo franco-arenoso in-
fluyd positivamente en el crecimiento de las plantas, ain al estar some
tidas bajo diferentes tratamientos; esto podria estar relacionado con su
pH de 6, es decir, que ese nivel de acidez del suelo fue favorable para
el intercambio y absorcion de los nutrientes necesarios para el crecimien

to en cuanto a altura se refiere del cultivo de frijol.

Ademas aunque el ANVA no mostrd diferencias para este parametro en
relacion con los tratamientos, también pudo observarse que las plantas

infectadas con M. {ncognita tuvieron una mayor altura que las plantas
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que estuvieron sometidas a los otros dos tratamientos (testigo e inocu-
lacion de P. Likacinus /M. Ancognita). Este fendmeno ha sido observado
en otros cultivos infectados por Mefoidogyne spp., 1o cual indica que
el nematodo influye en la reaccion de la planta al expresar un mayor

crecimiento en altura (Hanounik, 1975; Wallace, 1973).

Peso fresco del follaje

Las plantas de frijol que se mostraron vigorosas y tuvieron abun-
dante follaje fueron aquéllas que no estuvieron bajo algln tratamiento,
seguidas de las inoculadas con M, {ncognita, y 1as que mostraron una me
nor cantidad de hojas en promedio fueron las plantas tratadas con el
hongo P. Lilacinus y M. <incognita. E1 andlisis mostrd diferencias esta-
disticas y por medio de la prueba de Tukey se pudieron confirmar como

se muestra en el Cuadro 14.

Aunque tampoco el ANVA mostrdé diferencias en el efecto de los sue-
los sobre el peso fresco del follaje de las plantas, cabe mencionar que
las plantas mas vigorosas fueron las crecidas en el suelo franco en los
tres tratamientos, seguidas por las plantas desarrolladas en el suelo
franco-arcillo-arenoso del tratamiento testigo.

CUADRO 14. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE EL PESO FRESCO DEL FOLLAJE,
EN LA SEGUNDA STEMBRA

Peso fresco¥f011aje (g)

Tratamientos
Testigo 6.3 a
Inoculacion de M. <ncognita 6.1 a
Inoculacion de P. Lilacinus/M. incognita 3.4 b
DMS : 2.81 g

Las medias seguidas por la misma letra son iguales entre si, con 0.05
de probabilidad.
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Se observo cierto paralelismo en la expresion de este parametro
y el peso de la raiz, por 1o que las causas de la misma fueron simila-
res y que anteriormente ya se analizaron. SO6lo cabe sefialar que Sosa
Moss (1986d) menciona que las plantas inoculadas con M..ncognita tienen
mayor peso fresco que las testigo, fendomeno observado también en otros

cultivos.
Peso de Tlas vainas

No obstante que las plantas se desarrollaron bajo condiciones de
invernadero, se considerd necesario tomar el registro de la produccion

de vainas de las plantas de frijol.

Las plantas que crecieron en 10s suelos franco y franco-arcillo-
arenoso produjeron vainas con mejor peso en comparacion con las produci
das por las plantas crecidas en el suelo franco arenoso, todas sometidas
a los tres tratamientos. La prueba de separacidén de medias de Tukey mos-
tro diferencias altamente significativas para este parametro como puede
observarse en el siguiente cuadro.

CUADRO 15. EFECTO DE LOS SUELOS EN EL PESO DE LAS VAINAS EN LA SEGUNDA
FECHA DE STEMBRA

Peso de 1asRvainas (g/planta)

Suelos
Franco 4.5 a
Franco-arcillo-arenoso 3.6 a
Franco-arenoso 3.0 b
DMS: 1.1 g

Las medias seguidas por la misma letra son iguales entre si con un 0.05
de probabilidad de confianza.
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Como puede observarse los suelos franco y franco-arcillo-arenoso
permitieron que las plantas tuvieran una buena produccidn de nidmero y
peso de vainas, lo cual puede deberse a que en éstos suelos la disponi-
bilidad de nutrientes se ve aumentada por su capacidad de intercambio

cationico de 22.52 meq/100 g y 18.06 meq/100 g respectivamente.

En cuanto al suelo franco-arenoso, pudo observarse durante el es-
tudio, cierta reduccion en el crecimiento foliar de las plantas crecidas
en este suelo, lo que repercutio no en el nimero de vainas producidas,
pero si, en el peso de las mismas. Una causa de este fendmeno puede ser
el bajo porcentaje de arcilla que contiene dicho suelo y su baja capaci
dad de intercambio catidnico (4.42 meq/100 g), cuya consecuencia es una

menor disponibilidad de nutrientes para la formacidn de hojas y granos.

3. Prueba de comprobacion de huevecillos de M. {ncognita
parasitados por P. £{lacinus

Con el fin de descartar la posibilidad de que otros factores pudie
ran afectar negativamente el desarrollo de los huevecillos del nematodo
y comprobar que realmente fueron parasitados por el hongo inoculado, se
realizaron las observaciones de todas las muestras de huevecillos extrai
dos que se colocaron en el medio de agua-agar, teniendo como resultado:
el desarrollo de propagulos de P. Lilacinus sobre el medio. También fue
posible observar gran cantidad de huevecillos parasitados asi como su
desorganizacion interna y se constatd la presencia de estructuras del
hongo (hifas) dentro de los mismos, Figura 2. Las observaciones se rea-
lizaron bajo el microscopio compuesto; en el interior del corion se vio
una desorganizacion completa del embrion en el caso de los parasitados,

en cambio, en aquéllos que no lo fueron, se observaron algunas de las
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fases de desarrollo del nematodo.

También fue posible distinguir hifas en el interior de algunos
huevecillos; en estos casos, al realizar una segunda observacidn (24 ho
ras después), s6lo se encontraron propigulos del hongo en el medio, lo
que indicé la desaparicion de los huevecillos; esto se debid a que el
hongo tiene propiedades quitinoliticas, por To que es capaz de desinte-
grar al corion. A este respecto, Stirling (1979), Morgan-Jones y Rodri-
guez Kabana (1981), sugieren que aunque el mecanismo involucrado en el
parasitismo de los huevecillos de nematodos por hongos no esta claramen
te entendido, hay degradacion enzimatica de las paredes de los mismos,
siendo la degradacion de la quitina uno de los pasos en el proceso, ya
que esta proteina es uno de los principales componentes de la capa me-
dia del corion de los huevecillos de los nematodos. Esta informacion ha
sido reforzada con los datos obtenidos en el estudio realizado por
O'Hara y Jatala en 1984, quienes encontraron diferencias ultraestructu-
rales en los huevecillos de MelLoidogyne, GLobodera y Nacobbus o dicho
estudio mostro que el corion de los huevecillos de Meloidogyne incognita
estd formado de una capa vitelina relativamente delgada, seguida de una
capa quitinosa mas gruesa, indicando Jatala, que la prominente capa qui-
tinosa de los huevecillos favorecia el parasitismo de P. £{facinus sobre

lTos mismos.

Las observaciones también indicaron que la mayoria de los hueveci-
1Tos que no se encontraban parasitados correspondian a los que tenian den
tro a la larva o juvenil de primer instar y quizas algunas del segundo;
se sabe que 1a mayoria de este tipo de hongos son capaces de parasitar a
huevecillos en sus primeras fases de desarrollo embrionario, pero sdlo

antes de que se forme la primera larva, de ahi que fue razonable - - -



FIG. 1. HUEVECILLOS DE MelLoidogyne <incognita (a)
PARASITADOS POR Paecilomyces Lilacinus (b)
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encontrar huevecillos no parasitados.

En todas las muestras de huevecillos que se observaron, se encon-
tro parasitismo y la presencia de propagulos de P. Lilacinus, pero fue
imposible cuantificarlos debido a la rapidez con la que el hongo los de

sintegra.

4. Reaislamiento de P. LiLacinus de los suelos donde fue inoculado

En todas las cajas de Petri con medio de cultivo de Quitina-agar-
Rosa de Bengala y la adicidn de la muestra de suelo inoculado, se desarro
1laron propagulos del hongo P. £L{Lacinus (Figura 3) en un periodo de 14
a 18 dias a"29°C después de haber sembrado la muestra; esto indicd que

el hongo se encontraba en los tres suelos donde fue inoculado.

En el medio de quitina se detectd solamente la presencia de propa-
gulos ya que no pudo cuantificarse el nimero de conidios o alguna estruc
tura del hongo debido a que no se cuantifico el indculo inicial, sino que
solamente se midid la cantidad de gramos de arroz colonizados por el hon

go sin conocer el nimero de conidios presentes en cada muestra.

E1 medio usado para esta prueba proporciond uno de los nutrientes
principales para el desarrollo de ?. Lfacinus; este nutriente es la qui-
tina, aunque se observd que ro es especifico para este hongo, ya que se

desarrollaron también algunos actinomycetes.



FIG. 2. Paecilomyces Lilacinus (a) Conidioforo (b)
Conidios.
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5. Recomendaciones

Debido al efecto que tuvo Rhizoctonia spp., en algunos de Tos pard
metros evaluados en el estudio y que no fueron del todo satisfactorios,
se puede indicar lo siguiente: que es necesario realizar estudios pre-
vios sobre 1a microfauna y microflora del suelo en estudio para conocer
I]os organismos que actlan como antagonistas o de forma sinergistica con
un patdgeno dado. Esto nos permitiria tratar de dirigir positivamente
aquellos factores que pudieran actuar de forma negativa en un estudio

de control biologico.

Se recomienda también que para tener bases en cuanto al efecto de
la adicion de materia organica sobre los microorganismos, en este caso
el arroz cocido, se deben establecer dos tratamientos mas dentro de este

tipo de estudio, éstos son:

a) La inoculacion de P. £ifacinus sin algin sustrato que

lo porte.

b) La adicion del arroz solo (sin portar al hongo).
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V. CONCLUSIONES

Del presente trabajo se pueden establecer las siguientes conclusio-

nes.

E1 hongo Paecilomyces Lilacinus se desarrolld favorablemente sin
alterar su actividad parasitica, al ser inoculado en los tres tipos de

suelo empleados, tanto en condicion natural como esterilizados.

Las raices que se desarrollaron en los suelos tratados con P.

Lilacinus, mostraron menor agallamiento que las no tratadas con el hongo.

E1 promedio del nidmero de huevecillos por gramo de raiz, se redujo

considerablemente en los suelos donde fue inoculado P. £{facinus.

Se comprobé que Tos huevecillos de M. <{ncognita fueron parasitados

por P. Lilacinus.

E1 suelo franco presentd las mejores condiciones para la relacion
P. vwlgarnis-M. incognita-P. Lilacinus, en la que el hongo pudo controlar

al nematodo y la planta 1ogro la mejor produccidn de vainas.

E1 suelo franco-arenoso permitio el crecimiento de plantas de fri-

jol con mayor altura y desarrollo de raices con mejor peso.

Tanto en la primera fecha de siembra como en la segunda, 1os suelos
franco y franco-arcillo-arenoso favorecieron el desarrollo de plantas de

frijol con mejor peso de vainas y peso fresco de follaje.

P. Lilacinus pudo reaislarse de los suelos donde fue inoculado.
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