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A L34 VE PEPILATAYUA

Descendiendo de linaje purépecha y otomi era facil que desde iniciada la vida hubiera
afinidad con lo vivo, con los seres que comparten el ADN como identidad en este mundo.
Observando las diferencias entre plantas y animales, a la par de cursar las primeras lefras,
se engendrd el habilo de ver la vida como una totalidad, algo mas profundo que cielo e
infiemo. Las lecciones recibidas en el CCH Valiejo borraron todo rastro de pensamiento
magico, estableciendo un perfil de pensamiento logico y metodico que sirvié para trazar un
bien definido camino durante los afios de formacion en la facultad. Liegé luego el momento
de trabajar en {a obra central de los profesionistas, la tesis, y confrontar la realidad laboral de
quienes nos dedicamos a las ciencias agricolas como forma de vida: asi hasta terminar el
proyecto y compartilo con la comunidad universitaria, ya como un Ingeniero Agricola
perteneciente a la 23 generacion.

Muchas cosas pasaron durante los aproximadamente 27 afios que llevo dando vueltas con el
globo terraqueo. Derribaron las Torres en el terrufio de P. Parker, las Gloriosas conquistaron
su Décima Estrella; le hicieron el 2° piso a las avenidas del Monstruo (asi se le designa al DF
en jerga zapatista), grandes héroes del rock se refritearon a si mismos o murieron; la
explotacion del hombre por el hombre toma matices cada vez més cruentos y extiende su
poder armamentista por todos los confines del planeta. La conquista del mundo, deseo de
muchos emperadores de la antigiiedad, ha sido lograda por menos de 20 empresas
transnacionales que dirigen el destino del planeta {ly vaya si es funesto tal destinol); la
ciencia avanza al ritmo del interés manetario y no de lo que necesite la humanidad. La
poblacion nice vive completamente aparte del riesgo de muerte que implica seguir
consumiendo alimentos modificados genéticamente, pera felices de poder contar con un
sueldo que minimo pague su comida light y las cuentas de la television por cable, el gimnasio
¥ la vinateria. El EZLN ha proclamado 6 Declaraciones de la Selva Lacandona, abriendo un
espacio alternativo que busca unir a todos los que pensamos que ya se le acabd su cuarto
de hora a los que s6lo ven cifras y nimeros, en vez de gente y un lugar dande vivir en paz; a
nosotros los que andamos correteando el bolillo diariamente y luchando por sacar a México




del vil hoyo en que esta sumido. Se agudizan los conflictos bélicos por los recursos
energéticos (cada dia mas escasos), anunciando que las préximas guerras seran por cosas
hoy tan menospreciadas como el agua polable. Y lodo lo que me hizo falta consignar pero
que el espacio tan limitado no permite dar cuenta de ello.

Las cosas sencillas de la vida enclerran hermosas ensefianzas. Muy poca gente sabe
disfrutar el ocaso de los meses de inviemo, fa lluvia veraniega, los retofios de Abril y la
hojarasca del piso durante el estio. Ofra “banda’ nij siquiera esta consciente de la influencia
que logran tener en la vida de los demas, y algunos ya hicieron su gracia y se fueron al
Mictlan. Tengo la fortuna de conacer por Io menos a ino de cada calegoria,

Hablando a titulo personal, ha sido un honor el racibir foda mi educacion en escuelas de
gobierno, particularmente en las aulas de la M&xima Casa de Estudios de Latinoamérica, a
través de su Facultad de Esltudios Superiores Cuautitian. El grado que hoy oslento ha sido
producto de un inconmensurable esfuerzo no sélo mio, también de aquelios que siempre me
ofrecieron su compafia, apoyo, consuelo, ayuda, dinero, comida, et céfera, en la medida de
sus posibilidades. La musica callejera, de escenarios sobre ruedas, es noble aliada en el
afan de conseguir recursos para culminar esta meta y las que vengan. Y nunca debe uno
olvidarse de aquella gente maravillosa que con su ejemplo hizo posible que me forjara mis
ideas y disciplina; quienes me revelaron el valor de levantarse a trabajar bien dla a dia, de
hacer cosas dificiles y valorar siempre el esfuerzo de todos en los objetivos comunes. Y a
riesgo de caer en imperdonables omisiones, ahi va Ia lista de gente que tiene algin mérito en
mi formacién profesional: Rosalio Hdz. Garcia, Algjandro ‘N", Victoria Martinez, Victor Hdz. ,
Ricardo Hdz. , Teresa Hdz. , Juan Carlos Mtz. , Belén Z., Daniel Jiménez; Familias Pérez
Santiago (Artemio Peérez, Jilotepec) y Herméandez Gonzalez (Bertha Hernandez, Zitacuaro)
Fabiola, Yolanda, mi esposa Leticia Rodriguez Islas. La honorable sefiora Maria de la Luz

Gonzélez Juarez, Marla Elena, Benito, José y Guadalupe Hernandez, familias Chavez
Hernandez, Hernandez Salinas, Becerra Chévez, Navamrete Téllez, Pérez Flores, Martinez
Hemandez, C. Gonzalez, Klee K. y Saturnina Cardoza Aguayo Damian.
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Los insignes profesores Francisco Reyes Flores, Jorge A. Albarran, Mario A. Galan, Serafin
Martinez Jaramillo, Gloria Herrera, Rocio Azcamaga, Celia Valencia, Tlacatzin (Tedticentl)
Stivalet, Salvador del Castillo Rabadan; y el Ingeniero José Luis Gardufio Valdez, maestro de
maestros,

Los integrantes del Consejo Estudiantil Universitario (CEU) Vallejo, donde aprendi mis
primeras lecciones de paiitica, que el saber es para ayudar al progreso social, ademas de las
muestras de fraternidad y camaraderia durante méas de 10 afios de convivencia.

El Real Yolixpa (Marco G., Sergio F., Alejandro A., Daniel L., Juan L., Salvador G., entre
otros).

Los compafieros miisicos Pedro |, Carlos Colorado Vera, mi pariente Damaso Pérez P.,
Chucho Mtz Gil y sus hermanos; Olimpo Cardenas, J. Alfredo Jaramillo Laurido, A. Carrillo;
Paul Daniel Frehley, Peter Crisscoula, John L., George H., Roger W., James H., James
Douglas Morrison, Erick Clap.; José Alfredo J., J. Solis; Benny Rotten ¥ SUS especimenes,
Antonio Lira, Luis Alvarez, Serafin SmSm., Rodrigo G., Amaya LTD.; Carlos Mejia Godoy y
los de Palacagiiina; Miguet Matamoros y frio, el Sr. S. Rodriguez, José de Molina, Gabino
Palomares, O. Chavez Ademas de Lucio C., Omar Cabezas, Edgar Munguia, Carlos
Fonseca, Manuel M. Vélez; G. Véazquez, mis generales P. V. y Emiliano Zapata, tata Lazaro,
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Aforismos de el Che Guevara, contenidos en El Libro Verde Olivo compilado por Julio Cortazar

“La vida ensefia mas que &l més sabio de los fibros y qua el més profunda de los pensadores” {1960)

"La educacion prende en las masas y la nueva actitud preconizada tiende a converlirse en habito; la masa la va haciendo suya y
presiona a quienes no se han educado todavia.” (1965)

"Hacemos todo lo posible por darls al trabajo esta nueva categoria de deber sacial y unirlo al desamollo de fa técnica, por un lado, lo
que dara condiciones para una mayor libertad, y al tabajo voluniario par otro, basados en la apresiacion mandsta de que el hombre
realmente alcanza su plena condicion humana cuando produce sin la compulsion de Ia necesidad fisica de venderse como
mercancia.” {1965)

"..usledes, esludiantes del mundo, no olviden nunca que detras de cada técnica hay alguien que la empuia, ¥ que ese alguién es
una sociedad, y que con esa sociedad 5e estd, 0 5¢ esth contra ella. Y que en el munda hay los que piensan que la explotacion es
buena, y los que piensan que la explatacion es mala y hay que acabar con ella. Y que, ain cuando no 58 hable de politica en ningln
lado, el hombre politico no pueda renunciar a esa situacién inmanente a su condicién de ser humanag, Y que la técnica es un ama, y
que quién sienla que el munda no es perfacto como debe ser tiene, debe luchar parque el ama de 1a téenica sea puesta al servicio
de la sociedad, y por eso rescatar antes a la socledad para que toda la técnica sirva a la mayor cantidad posible de seres humanos, y
para que podamos construir 1a sociedad del futuro, désele ¢l nombre que se quiera.” (1963}

"Las leyes del capitalismo, invisibles para el comin de las gentes y ciegas, actan sobre el individuo sin que éste se percate. Solo ve
la amplitud de un herizonte que aparaca infinito. Asl lo presenta la propaganda capitalista que pretende extraer del caso Rockefeller -
veridico o no-, una leccién sobre ias posibilidades de éxito. La miseria que es necesario acumular para que surja un ¢jemplo asi y la
suma de ruindades que conlleva una fortuna de 652 magnitud no aparecen en &l cuadro y no sismpre es posible a las fuerzas
paputares acalarar estos conceptos. De todos modos, & muestra el camine con escolos que, aparentementa, un individuo con las
cualidades necesarias puede superar para llegar a la meta. El premio se avizora en la lejania; el camino es solitario. Ademas, os una
carrera de lobos: solamente se puade llsgar sobre al fracasa de otros” {1965)

*Toda nuestra accién es un grito de guerra contra el imperialismo y un clamor por la unidad de los pueblos contra el gran enemigo
del género humano: los estados unidos de Nortaamérica. En cualquier lugar que nas sorprenda la muerte, bisnvenida sea, siempre
que ése, nuestro grilo de guarra, haya llegada hasta un oldo receptive, y olra mano se tienda para smpufiar nuestras armas, y otros
hambres s& apresten a entonar fos cantos luctuosos con tableteo de amelralladoras y nuevos gritos de gueray de victoria.* (1967)
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RESUMEN

La presente investigacion esta encaminada a confribuir al conocimiento sobre
la capacidad de control del hongo Pochonia. clamydosporia sobre Nacobbus
aberrans en hortalizas, siendo el primer reporte sobre el empleo de P.
chlamydosporia en el patosistema Capsicum annuum-Nacobbus aberrans.
Se evalué la capacidad del hongo para colonizar la rizosfera y raices del
cultivo en condiciones in vitro, ademas del potencial parasitico de P.
chlamydosporia sobre N. aberrans a nivel invernadero. Los aislamientos
denominados SMB3A y SC1 presentaron el mejor comportamiento en ambas
pruebas y continuaran siende objetos de investigacion en trabajos posteriores
para asi dilucidar su capacidad real coma agentes de control microbioldgico
del nematodo N. aberrans.

NOTA: Esta investigacion forma parte del proyecto "Microbial Pest Control for
sutainable peri-urban / urban agriculture in Latin américa (Cuba and México)"
de la Comunidad Europea.




ABSTRACT

The present investigation has the purpose of contribute to knowledge of
Pochonia chlamydosporia ability as biocontrol agent of false root-knoot
nematode on vegetables (pepper); and is the first report about the usage of P.
chlamydosporia on the Capsicum - Nacobbus pathosystem. The ability of five
isolates of fungus to colonize roots of pepper on in Vitro conditions, besides
their parasitic potential over Nacobbus aberrans on greenhouse, are tested.
Of five isolates, the called SMB3A and SC1 shown the better deportment in
both tests; and they will keep employed inn further works to elucidate their
real ability as N. aberrans biocontrol agents.




1 INTRODUCCION _
La necesidad de alternativas al empleo de sustancias quimicas como

agentes de control de plagas y patogenos esta cobrando fuerza a escala
mundial, debido a los efectos que dichos productos ocasionan en ia salud
humana y en la biota del suelo. Respecto al control de nematados, la rotacion
de culivos no siempre ha sido capaz de satisfacer las expectativas
monetarias de los productores, o que obliga a buscar nuevas alternativas;
una de las cuales es el Control Biologico. El nematodo Nacobbus aberrans es
un parésito de importancia econdmica en varias hortalizas: chile, jitomate,
papa; y diversos cultivos como frijol, acelga, espinaca, entre otros; junto con
Meloidogyne spp. y Globodera rostochiensis, N. aberrans es una de las
especies de nematodos fitoparasitos més importante en México. Aunque en
afios recientes ha sido objeto de numerosos estudios, todavia es muy poco io
que se conoce sobre los métodos para su control diferentes al quimico, ello
en comparacion con las otras dos especies. Un hongo nematéfago, Pochonia
chlamydasporia (=Verticillium chlamydosporium Goddard), ha sido reportado
como potencial agente de control biologico de nematodoes, principalmente
agalladores (Meloidogyne spp.) y formadores de quistes (Heterodera spp.),
siendo objeto de mucho trabajo con el fin de utilizarlo formalmente en la lucha

contra estos parasitos.




Para la realizacion de esta investigacién se plantearon los siguientes
objetivos:

OBJETIVO GENERAL

Evaluar cinco diferentes aislamientes de P. chlamydosporia para seleccionar
aquéllos con potencial como agentes de control biolégico de N. aberrans,
basandose en pruebas a nivel laboratorio e invernadero.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Evaluar Ia capacidad de cinco aislamientos de P. chlamydosporia
para colonizar raices de chile Ancho cv. San Luis, bajo condiciones
de laboratorio. '

- Comprobar el potencial parasitico y de control de cada aislamiento
mediante su aplicacion en suelo naturalmente infestado con N.
aberrans, utiizando como hospedante plantas de chile var. Ancho
San Luis, bajo condiciones de invernadero.

HIPOTES!S.
Los cinco aislamientos ensayados de Pochonia chlamydosporia muesiran
diferencias entre si tanto en su capacidad de colonizar la raiz del cuitivo

estudiado cuanto en su habilidad parasitica contra Nacobbus aberrrans;

estas diferencias permitiran hacer una eleccion de los mejores aislamientos.




2 REVISION DE LITERATURA
21 EL NEMATODO FALSO NODULADOR, Nacobbus aberrans
2.1.1 Ubicacién Taxonémica y Diagnosis

Reino: Animalia

Phylum: Nemata.

Clase: Secernentea.

Orden: Tylenchida.

Suborden: Tylenchina.

Superfamilia: Tylenchoidea

Familia: Pratylenchidae.

Subfamilia: Nacobbinae.

Genero: Nacobbus

Especie: Nacobbus aberrans (Thorne 1935) Thorne & Allen, 1944,
Etimolégicamente, el nombre del género es un patrénimo en honor al
nematdlogo estadounidense Nathan August Cobb (Luc, 1987; Siddigi, 2000).

Esta especie presenta marcado dimorfismo sexual, caracteristico en adultos.
Las hembras inmaduras son vermiformes, esbeltas, de 0.6 a 1 mm de
longitud, cuticula anulada, campos laterales con 4 incisuras iregularmente
aerecladas. Su area labial es redondeada, fuertemente esclerosada: estilete
robusto de 21-25 pum de longitud, con nédulos basales redondeados: esofago
con bulbo medio prominente y vélvulas conspicuas; glandulas esofagicas
grandes y sobrepuestas dorsalmente al intestino. La vulva se sitla




posteriormente, entre el 90% y el 95% del cuerpo, con labios no prominentes:
cola corta, redondeada. Esta hembra inmadura es migratoria en suelo y
raices.

En cuanto a la hembra madura, ésta es sacular, con bulbo medio redondo,
valvulas conspicuas y glandulas esofagicas sobrepuestas dorsalmente al
intestino. Su region cefalica esta esclerosada y es hemisférica, con esqueleto
ceflico hexarradiado. La region posterior es ensanchada, (tero elongado y
torcido, la rama uterina posterior se encuentra atrofiada y obliterada; vulva
subterminal y fasmidios postanales poriformes. La cola es corta, con
terminacion roma, bifida o irregular. Este es el estado parasito sedentario en
la raiz, y junto con las hembras inmaduras inducen la formacién de agallas
(Franklin, 1959; Clark, 1967; Cid del Prado, 1985; Luc &t. al.,, 1990: Siddiqi,
2000; Figura 1).

Figura 1. Morfologia de una hembra madura de Nacobbus aberrans.(Cortesia: M. C. Francisco
Franco Navarro). -

Respecto a los machos, son vermiformes con esclerotizacion cefalica bien
desarrollada y estilete de 20 a 35 um de longitud; su region labial mas grande

que las hembras inmaduras. El es6fago es estructuralmente similar al de la




hembra joven, con glandulas esofagicas elongadas y sobrepuestas
dorsalmente al intestino. El cuerpo es cilindrico, cuyo diametro se reduce
conforme se acerca a los extremos, de forma gradual hacia la region cefalica
y abruptamente hacia la cola. Campos laterales con 4 incisuras. Fasmidios
entre la cola y las espiculas, las cuales estan ligeramente curvadas hacia el
vientre y miden de 25-35 um de longitud. Labios cloacales tipicos y testiculo
simple, expandido hacia la pared del cuerpo; cola totalmente envuelta por
una bursa peloderan. Son migratarios en suelo y raices (Franklin, 1959;
Clark, 1967; Luc et. al., 1990; Siddigi, 2000; Figura 2 a)). |
Los juveniles del segundo estadio (J2) son vermiformes, similares a las
hembras inmaduras aunque de menor tamafio y sin los caracteres sexuales
aun desarrollados. Es un estadio migratorio muy activo en raices y suelo
(Franklin, 1959; Clark, 1967, Cid del Prado, 1985; Siddigi, 2000}.

Por su parte, los juveniles del tercer estadio (J3) son de tamafio mayor al de
los J2 y con primordios genitales que corresponden a las génadas en los
adultos. El juvenil del cuarto estadio (J4) presenta un desarrolio de las
gonadas suficiente como para determinar el futuro sexo del nematodo;
mientras que la gbnada de las hembras es mas grande que en los machos y
se sita cerca de la cola, en los machos la gonada se encuentra alrededor
del ano presentando primordios de espiculas y bursa evidentes. Tanto los J3
como los J4 son mencs activos en comparacion con los J2 o las hembras
inmaduras, y se les encuentra sobre todo en los tejidos de la raiz. Los J3 y J4
adoptan una tipica forma curvada o de letra “C" al ser fijados (Franklin, 1959,




Clark, 1967; Cid del Prado, 1985; Luc et. al., 1990; Siddiqi, 2000; Figura 2 b)).
Finalmente, los huevos son ovales, de 80 um de largo por 37 um de ancho y
corion liso; éstos son depositados gradualmente por la hembra en el interior
de una masa o matriz gelatinosa en la que existen huevos con diferentes
estados de desarrollo embrionario (Franklin, 1959; Clark, 1967; Cid del
Prado, 1985; Luc et. al., 1990;).

Figura 2 Otros estadios biologicos de Nacobhus aberrans. a) Macho b) Juvenil det segundo
estadio (J2) (Cortesia: M. C. Francisco Franco Navarro),

2.1.2 Ciclo De Vida

Nacobbus aberrans es un nematodo endoparasito migratorio, con una fase
adulta sedentaria que vive en las raices de las plantas hospedantes (Ayoub,
1980; Cid del Prado, 1985; Inserra, 1985; Luc ef. al,, 1990; Jatala y Bridge
1990; Cristobal-Alejo et. al.,, 2001). En funcion de fa temperatura el ciclo de
vida de este nematodo es de 25 a 59 dias (Prassad y Webster 1967; Cid del
Prado, 1985; inserra, 1985; Luc et al, 1990; Jatala y Bridge 1990). La
hembra inmadura se establece en los tejidos de la raiz induciendo la
formacion de un lugar especializado para su alimentacion o sincitio, el cual




esta intimamente asociado con el agallamiento que ocasiona. Su cuerpo se
ensancha y posteriormente extiende la porcién posterior de su cuerpo hacia
el exterior de la agalla mediante un canal descargando por ¢l ano una masa
gelatinosa en la cual deposita sus huevos (Cid de! Prado, 1985). En una
misma masa suelen encontrarse huevos con distintos niveles de desarrollo
(Ayoub, 1980; Cid del Prado, 1985; Inserra, 1985; Luc et. al. 1990; Jatala y
Bridge 1990).

En el interior del hueve el J1 completa su desarrollo mudando a J2 antes de
eclosionar; éste perfora con su estilete la membrana del huevo y eclosiona,
penetrando a las raices en grupo, principalmente hacia la zona de pelos
radicales, la zona de elongacién y en las raices secundarias. Una vez dentro
de los tejidos, los J2 migran por ellos, regresando al suelo y posteriormente
invaden nuevos puntos en la raiz. La segunda muda se efectia generalmente
dentro del tejido de las raices y los J3 y J4 suelen permanecer dentra de las
raices hasta realizar su tercera y cuarta muda respectivamente,
encontrandoseles con menor frecuencia en el suelo (Ayoub, 1980; Cid del
Prado, 1985, Inserra, 1985; Luc et. al. 1990; Jatala y Bridge 1990; Cristobal-
Alejo et. al., 2001).

La hembra inmadura es activa y penetra las raices en varios puntos antes de
establecerse y volverse sedentaria. Los machos abandonan el sitio donde
realizaron la cuarta muda y comienzan a buscar a las hembras para la
copula. Es comdn encontrar a los machos en la periferia de la agalla e
incluso dentro de la masa de huevos, por este hecho se cree que la




fecundacion tiene lugar hasta que se desarrolla la agalla y no antes (Ayoub,

1980; Cid del Prado, 1985; Inserra, 1985; Luc et. al. 1990; Jatala y Bridge

1990; Cristobal-Alejo et. al., 2001).

El desarrollo embrionario y corporal de N. aberrans esté intimamente ligado a

la temperatura, las hembras no producen huevos a 15° C o menos. El ciclo

de huevo a huevo se cumple en un minimo de 36 dias a 25° C, y en 43 dias a

30° C. La temperatura ambiental optima para el desarrollo del nematodo es

de 25° C, pero a medida que ésta disminuye, el ciclo se prolonga en duracion

hasta presentarse un estado de quiescencia en los juveniles, los cuales
soportan temperaturas de 15 grados bajo cero hasta por 4 meses incluso en

ausencia de una planta hospedante. Sobre el desarrollo de agallas, éstas

aparecen en 71 dfas a 15° C, en 36 dias @ 20° C, en 19 dias a 25° C y en 20

dias a 30° C. Respecto a la proporcion machos-hembras, se sabe que a 30°
C la cantidad de machos es mayor (8 machos por cada hembra), mientras
que a 25° C, la proporcion es de 1:1. (Prassad y Webster 1967; Ayoub, 1980;
Cid del Prado, 1985; Inserra, 1985; Luc et. al. 1990; Jatala y Bridge 1990;.
Cristobal-Alejo et. al., 2001).

Se creia que los huevos tenian la capacidad de sobrevivir en suelos
desecados hasta 24 meses, y 4 meses soportando temperaturas de -13° C
(Jatala y Kaltenbach,1979); sin embargo, estudios posteriores (Cristobal-
Alejo et. al, 2001) demostraron que en realidad son los estadios J3 y J4

quienes tienden a mantener su infectividad incluso en ausencia de un

hospedante susceptible, esto debido a que pueden quedar protegidos dentro




de los tejidos de residuos vegetales o bien, resisten perfodos de
anhidrobiosis en el suelo. Esta capacidad de resistencia permite que los
nematodos sobrevivientes se conviertan en el indculo inicial primario en
ciclos de siembra consecutivos. En cultivos de hortalizas comerciales (por
ejemplo jitomate o chile) puede haber tres generaciones del nematodo
durante un ciclo agrondmico, traslapadas entre si y con picos en su densidad
poblacional. Estas Ultimas caracteristicas (capacidad de scbrevivencia a
desecacion y comportamiento poblacional) convierten a N. aberrans en una
especie Unica dentro de los nematodos fitoparasitos (Ayoub, 1980)

2.1.3 Sintomatologia en cultivos afectados

La invasién de los J2 provoca lesiones tales como necrosis cortical,
formacién de cavidades al interior del tejido y destruccion de paredes
celulares, aunque no afectan al sistema vascular ni inducen agallamiento
(Schuster y Sullivan, 1980; Quimi, 1981 (a) y (b); Cid del Prado, 1985;
Inserra, 1985).

Respecto a la actividad parasitica de los J3 y J4, éstos ocasionan necrosis
extensiva, asi como hipertrofia e hiperplasia de las células epidérmicas de la
corteza sin la induccidn de agallas (Quimi, 1981 (a) y (b); Cid del Prado,
1985; Inserra, 1985).

En cuanto a las hembras inmaduras, éstas son capaces de estimular el
agallamiento de las raices mientras se hacen sedentarias como resultado de
la hipertrofia e hiperplasia del tejido adyacente al punto de alimentacion. La
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forma de las células en el sitio de alimentacion que induce este nematodo es
casi esférica y se observa una zona necrosada muy extensa, en contraste
con las células gigantes multinucleadas de Meloidogyne spp., de forma
cuadrada y con necrosis menos extendida, En este punto de alimentacion las
células tienen forma de huso, hay engrosamiento y disolucion de paredes
celulares y los ndcleos se agrandan y deforman. En el citoplasma se
acumulan compuestos de oxalato de caicio asi como granos de almidon, las
mitocondrias y aparatos de Golgi aumentan su nimero. Por ofro lado hay una
estimulacion de la mitosis, las células del periciclo se muitiplican estimulande
la aparicion de raices laterales y el citoplasma se incrementa ocasionando
una expansion de la célula hacia todas direcciones; este material sera ta
fuente de alimento del patégeno. Hay fusién celular, los grupos de células
interconectadas tienen forma ahusada y miden aproximadamente 2-3 mm de
longitud. Como consecuencia de la hipertrofia e hiperplasia los haces
vasculares se obstruyen y rompen, aunque se mantiene cierta continuidad
vascular tanto en xilema como en floema. Los vasos del xilema llegan a estar
completamente rodeados por este tipo de crecimiento celular. Se pueden
hallar numerosos plasmodesmos entre los tubos cribosos y las células del
punto de alimentacion. La agalla se origina entonces como un ligero
hinchamiento que al aumentar su volumen se acompafia de raices
secundarias. (Schuster y Spllivan, 1960; Jones, 1981, Castillo, 1984).
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Figura 3. A) Raiz de tomate agallada por N. aberrans. B) Microfotografia de tejido agallado por N.
aberrans en chile (Cortesia: M, C. Francisco Franco Navarro)

En el campo aparecen manchones de plantas clordticas de escaso
desarrollo, con las hojas curvadas hacia abajo y muy sensibles al
marchitamiento por falta de agua. Su sistema de raices se muestra agallado,
pudiendo estar totalmente devastado; y con produccion reducida en
comparacion con las plantas sanas (Cid del Prado, 1985; Silva-Jaramillo,
1989). Existe una merma en el rendimiento de plantas de jitomate y chile
cuande la infestacién del suelo es del orden de 0.12 a 12 hueves por
centimetro clbico (Inserra, 1985).

En suma, los dafios que provoca el nematodo falso nodulador son; invasién y
necrosis del tejido de la raiz, formacion de agallas y la obstruccién de vasos
conductores; todos estos factores provocan alteracion en el balance nutritivo

raiz-follaje y disminucion en la tasa de formacién de biomasa en las plantas.
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214 Rango de Hospedantes
A escala mundial hay reportes de ataque a plantas comprendidas en al
menos 9 familias botanicas (Jatala y Bridge, 1990); atacando principalmente
a solanaceas (Jatala, 1985). En México se han reportado las siguientes
plantas como hospedantes del nematodo:

AMARANTHACEAE: Amaranthus hibridus L. (maleza); CHENOPODIACEAE:
Beta vulgaris L. (remolacha azucarera, betabel), Chenopodium ambrosioides
L. (epazote), Chenopodium nattalias Saff. (huauxontle, choal), Chenopodium
murale L. (maleza), Spinacia oleraceae L. (espinaca); CRUCIFERAE:
Raphanus sativus L. (rébano); CUCURBITACEAE: Cucurbita pepo L.
(calabaza); LEGUMINOSAE: Phaseolus vulgaris L. (frijol, judia), Pisum
sativum L. (chicharo); MALVACEAE: Malva parvifiora L. (maleza); POACEAE:
Fagopyrum esculentum L. (Trigo sarraceno); POLYGONACEAE: Rumex
crispus L. (maleza), Portulaca oleraceae L. (verdolaga); SOLANACEAE:
Capsicum annum L. (chile); C. baccatum L. (Chile mulate); Datura
stramonium L. (toloache), Lycopersicorf esculentum Mill. (jitomate), Physalis
spp. {tomate verde, miltomate), Solanum rostratum L. (maleza) (Caballero Yy
Espinoza; 1987; Montes-Belmont, 1988; Silva~Jaramillo, 1989).

Segun Santa Cruz-Ulibarri {1992), en condiciones de campo N, aberrans
puede atacar a Datura stramonium (toloache); Nicotiana tabacum var.
Sansun, N. tabacum var. Xanthi; N. glutinos (tabaco para cigarrillos);
Solanum demisum (maleza), S. Cardiophillum (maleza); Chenopodium album
(maleza), Ch. murale (maleza); Physalis philadelphica (miltomate) y Cannabis
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sativa (cafiamo) (MORACEAE); por ofra parte, en condiciones de invernadero
reporta a Lycopersicon esculentum (jitomate), Beta vuigaris (betabel), B.
vulgaris var. Cycla (remolacha azucarera), Capsicum annuum (chile),
Amaranthus hypocondriacus, A. hibridus (amaranto), Spinacia oleracea
(espinaca), Raphanus safivus (rabano), Phaseolus vulgaris (frijol), y Portulaca
oleracea (verdolaga). |

N. aberrans ha side considerado desde hace tiempo como un complejo de
especies 0 patotipos (Jatala y Golden, 1977; Jatala, 1985) en relacion con el
tipo de hospedantes que presenta; al respecto, Manzanilla-Lopez et. al.
(2002) consideran que existen 3 patotipos: la poblacién que ataca betabel
(Beta vulgaris L.), la que ataca papa (Solanum tuberosum L.) y la que dafia al
frijol (Phaseolus vulgaris L.), mostrando cada una predilecciéon por plantas
que sirven como diferenciales. Toledo-Rivera (1990} reporta 3 razas en
México: Nal que ataca jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.} y papa mas
no frijol; Na2 que se reproduce en jitomate y frijol pero no en papa, y Na3 que
solo ataca frijol; cabe mencicnar que la tres pueden reproducirse en acelga

(B. vulgaris var. vuigaris).

2.1.5 Distribucion Geografica
El género esta considerado como originario del continente americano (Luc et.
al., 1990). Jatala y Bridge (1990) y Ayoub (1980), reportan que N. aberrans

se distribuye en areas fropicales y templadas de Argentina, Chile, Per(,
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Bolivia, Ecuador, México y Estados Unidos; también ha sido reportado en
invernaderos de Inglaterra y Holanda (inserra, 1985).

Los estados de la repiblica mexicana donde esta confirmada su presencia
son: Coahuila, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Morelos, Puebla,
Oaxaca, San Luis Potosi, Tlaxcala y Zacatecas (Montes-Belmont, 1988;
Hernandez, 2001)

2.1.6 Importancia Econémica
Se sabe que en algunas partes de México una seria restriccion para ¢l cultivo
de hortalizas como el jitomate o el chile es N. aberrans; pero se carece de
informacion estadistica suficiente sobre su impacto, a pesar de que en el
estado de Puebla existen zonas (Tecamachalco, Tehuacan, Valsequillo, etc.)
con altos indices de infestacion (Silva-Jaramillo, 1989; Cristobal-Alejo et. al.,
2001).
N. aberrans ataca en México, ademas de jitomate y chile, al frijol. El jitomate
es el cultivo més afectado econémicamente hablando debido a la rentabilidad
del cultivo, demanda de mano de obra y destino de 'a produccién
(exportacion y dieta basica del pueblo mexicano) (Hemandez, 2001).
Manzanilla-Lopez et. al. (2002) mencionan gue en frijol las pérdidas debidas
al nematodo pueden alcanzar un 36% del valor de la produccion y en jitomate
al menos un 55%. Cristobal-Alejo (2001) calculd pérdidas de entre 30% y
83.1% en sistemas convencionales de cultivo de Lycopersicon esculentum

Mill. en la zona de Tecamachalco, Puebla.




Mundiaimente existen diversos reportes sobre los dafios que provoca este
nematedo. En Perd y Bolivia se estiman pérdidas de entre 30 y 20% en el
cultivo de papa, siendo N. aberrans la maxima restriccion fitosanitaria para
explotar dicho cultivo (Herrera, 1977; Toledo-Rivera, 1990); en Estados
Unidos es la tercera causa de mermas en la remolacha azucarera (Toledo-
Rivera, 1990).

2.1.7 Métodos de Control y Manejo

El control de nematodos {y en general de cualquier otro patégeno) puede
realizarse empleando dos métodos principales: los quimicos y los no
quimicos. Al considerar todas las técnicas poéibles de ambos niveles en una
sola estrategia de control, se obtiene un pregrama de Manejo Integrado de
Patdgenos (MIP), el cual deber ser especifico para el lugar, el cultivo
involucrado, la especie a controlar y el historial de métodos de control
realizados.

En el caso del nematodo falso nodulador, se ha trabajado con un sinnimero
de alternativas, la mayaria en forma aislada y en ocasiones combinadas con
otra estrategia de naturaleza similar {métodos culturales + bioldgicos,
resistencia genetica + métodos biologicos, etc.) (Verdejo et. al., 2003). Su
control es extremadamente dificil en cultivos de bajo valor monetario, debido
a que las estrategias de control existentes, particularmente los medios
quimicos, suelen ser muy costosas y con efectos en el largo plazo (Taylor,
1968).




Algunos reportes relacionados con el controi de N. aberrans son:

a) Rotacion de cultivos. Al respecto, las plantas utilizadas en
programas de rotacion para contrarrestar a este nematodo son: haba para
forraje (Vicia villosa), maiz (Zea mays), avena (Avena sativa), cebolla (Allium
cepa), pepino (Cucumis sativus) (Santacruz, 1992), sandia (Citruflus vulgaris
L), col (Brassica oleracea L.), melon (Cucumis melo L.), lechuga (Lactuca
sativa L.) y chile mulato (Capsicum pendulum) (Zamudio-Guzman, 1987).
Manzanilla-Lopez et. al. (2002) consideran que ningun patotipo del nematodo
ataca gramineas ni leguminosas de los géneros Medicago (alfalfa) y Lupinus.
La principal desventaja de la rotacion de cultivos ha sido que se necesita mas
de un ciclo de cultivo para observar efectos de control sobre el nematodo,
aunado al ya conocido rango de hospedantes de N. aberrans, que suele ser
relativamente amplio.

b) Uso de variedades resistentes o control genético, Brunner-De
Magar (1967) reportd por primera vez la presencia de Nacobbus en México,
afectando chile; en su momento experimentd con 90 variedades de chile en
busqueda de una fuente de resistencia, encontrando que Capsicum
pendulum (= Capsicum baccatum) (chile mulato) ofrecia cierto grado de
tolerancia al ataque del patdgeno. Por su parte, Sosa-Moss y Gonzalez
(1973), realizaron un experimento en laboratoric empleando 5 niveles de
infestacion de N. aberrans en tres variedades de chile: Ancho, Serrano y
Pasilla, concluyendo que cualquier nivel de infestacién del nematodo
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provocaba restricciones en el desarrollo del cultivo; también observaron que
los efectos eran mas acentuados conforme aumentaba la poblacién de
nematodos y que en orden de susceptibilidad, 1a variedad Serrano resulté la
mas susceptible, la variedad Pasilla quedé como intermedia, y la variedad
Ancho fue la mas tolerante al ataque.
En papa, las especies Solanum fuberosum var. Andigena y S. sparsipilum
son importantes fuentes de resistencia para obtener variedades mejoradas
(Jatala, 1985).
Zamudio-Guzman (1987) reporté una variedad de tomate resistente a N.
aberrans, denominada BG-LY-79.
En frijol hay un reporte correspondiente a Silva-Jaramillo (1989) en el que se
encontré que la variedad Negro Puebla era tolerante al ataque del nematodo
¢) Manejo de las fechas de siembra. En algunos lugares infestados
con N. aberrans es factible mover las fechas en las que se siembran los
cultivos susceptibles con el fin de aprovechar condiciones adversas para el
nematodo, tanto de temperatura como de humedad, las cuales no se
presentan sembrando en la fecha dptima. No es posible realizar este manejo
de fechas para tedos los cultivos debido al ciclo vegetativo y a las
condiciones particulares existentes en cada zona, particularmente la
disposicion de agua. (Caballero y Espinoza,1987). Los mismos autores
reportan que en espinaca es posible reducir el dafio provocado por N.
aberrans al adelantar la fecha de siembra.
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d} Cultivos frampa. Se ha encontrado que los cultivos con la propiedad
de capturar inéculo de N. aberrans en sus raices son: cebada (Hordeum
vulgare L.}, diferentes zacates como Bromus unioloides (Willd.) Raspail y
Distichus humilis Phil. Estas plantas pueden utilizarse con el fin de limpiar
gradualmente suelos altamente infestados con el nematodo (Manzanilla-
Lopez et. al., 2002).

e) Cultivos antagénicos. Se sabe que el crisantemo Chrysantemum
cinerariaefolium (Trev.) Vis., el frijol Jack (Concanavalia ensiformes (L.) DC),
el frijol terciopelo (Mucuna deeringiana Small), una variedad de ruda (Ruta
chalepensis L.) {(Marban et. af.,1989, citado por Manzanilla-Lopez et. al.,
2002} y el zempoalxéchitl (Tagefes erecta L.) (Goémez-Rodriguez ef. al,
1991), han demostrado ser plantas con potencial para repeler, 0 en su caso
reducir, las poblaciones de N. aberrans.

f) Quema de restos de cosecha y material infesfado. En lo que
concierne a esta alternativa, mas que un método de control es una actividad
que dentro de las labores del cultivo suele recomendarse con el fin de no
incrementar la fuente de indculo de un ciclo a otro del cultivo (Taylor, 1968;
Cid del Prado et. af., 1990)

g) Solarizacion del suelo. Salgado-Siclan et. al. (1990) mencionan que
el uso de cubiertas plasticas y estiércol de bovino reduce la poblacion de
nematodos en suelo y contribuye a un aumento en el rendimiento de jitomate.

Por su parte Yafiez-Juérez (1997) logrd reducir en un 68% el inculo de
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nematodo en el suelo empleando un tratamiento de solarizacion con pléstico
transparente durante 36 dias.

h) Tratamiento de material vegefativo con agua caliente. Este
metodo se usa en la regién andina para desinfestar tubérculos de papa
(Manzanilla-Lopez ef. al., 2002)

i) Aplicacién al suelo de enmiendas orgénicas. Entre los ejemplos
de enmiendas orgénicas se encuentran los abonos verdes, compostas,
residuos de cosechas, harinas y pastas de oleaginosas, aziicares y
materiales celuldsicos. Sus efectos sobre las pobiaciones de nematodos
pueden deberse a la estimulacién o incremento de poblaciones de parasitos y
depredadores de aguellos, accion téxica directa de los metabolitos de la
descomposicion microbiana, alteracion en los niveles de pH y temperatura,
entre otras causas (Montes-Belmant, 1973).

Montes-Belmont (1973) reporta que la adicion de restos de cebada y maiz
puede reducir fa poblacién de nematodos en campo con jitomate. Gomez-

Rodriguez ef. al. (1991) encontraron que al incorporar residuos de Tagefes

erecfa en un campo con jitomate era posible controlar al nematodo, aunque

en menor grado que cuando Tagefes se asociaba a la hortaliza. Cid del
Prado et. al. (1997) aplicaron el equivalente a 10 toneladas por hectarea de
gallinaza en un terreno naturalmente infestado por N. aberrans, logrando
disminuir la tasa reproductiva del nematodo y aumentando el rendimiento del
jitomate. Posteriormente Franca-Navarro (2003), al incorporar residuos de col
a diferentes dosis y fechas de aplicacion en un campo infestado por N.
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aberrans, logré reducir el indice de agallamiento y aument6 tanto la biomasa
como altura de planta y el nimero de frutos respecto al testigo absoluto.

j) Manejo de la fertilizacion. Marquez y Montes-Belmont (1991)
evaluaron en laboratorio el efecto de diferentes dosis de fertilizacion en el
control de N. aberrans, hallando que las aplicaciones de urea y sulfato de
amonio mas Curater reducian los sintomas y aumentaban el rendimiento del
chile.

La fertilizacion nitrogenada como método de control del nematodo también
esta reportada por Montecinos et. al. (1993).

k) Control quimico. Caballero-Ramirez (1970) empleo el D-D (1,2
dicloropropeno, nombre comercial Telone !I® Dow Agrosciences) para
combatir al nematodo en chile. En el mismo cultivo Equihua (1977) menciona
al Aldicarb (Temik 15® Bayer); mientras que Marquez y Montes-Belmont
(1991) reportan el uso efectivo del Carbofuran (Curater® Bayer).

En tomate, Zamudio-Guzman (1987) empled Fenamifos (Nemacur® Bayer)
en dosis de 30 g de ingrediente activo por hectarea, mientras que Cristobal-
Alejo et, al. (1996) aplicaron Oxamil (Vydate® Du Pont).

En papa, Costilla et. al. (1978) obtuvieron hasta un 90% de plantas sanas al
aplicar Carbofuran (Furadan 30 TS® FMC), también ensayaron Malathién
3.6% y Oxamil 24%, aunque con menores resultados. Franco ef. af. (1993)
reportan resultados similares usando Fenamifos y Carbofuran.

I) Manejo Integrado de Patdgenos. Cristobal-Alejo (2001) comparé
tres esquemas de control de N. aberrans en tomate: Manejo Integrado,
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Testigo Tecnificado y Testigo Absoluto (sin controlar), encontrando que en el
sistema de Manejo Integrado los sintomas fueron menos evidentes, las
plantas tenian mayor desarrollo y un rendimiento superior af de los otros dos
esquemas. Calculd también el nivel de pérdida econdmica, siendo éste de
11.7 para el esquema MIP, 29.4% para el tratamiento tecnificado
convencional y 83.1 en el testigo absoluto

m} Control legal., En Argentina, Brasil, Union Europea, Bulgaria,
Colombia, Estados Unidos (particularmente en el estado de California),
Hungria, Islandia, Indonesia, Japén, Marruecos, Noruega, Paraguay,
Repdblica de Corea, Tailandia, Uruguay y la antigua Yugoslavia, existen
restricciones cuarentenarias contra N. aberrans. Ademas, en Argentina,
Bolivia y Chile se han implementado programas de produccion de semilla de
papa libre del patbgeno (Manzanilla-Lopez et. al., 2002)

n) Control Biolégico. E! Control Biologico de Plagas y Patégenos se
refiere al empleo de parasitos, depredadores, antagonistas o competidores
que funcionen como agentes reguladores del nimero de individuos de la
poblacién plaga o blanco hasta limites en que éstos provoguen el menor
dafio posible a los culfivos (Kerry, 1987; Van Driesche, 1996).

El Control Biolégico se basa en la dinamica de poblaciones, tanto de la
especie plaga como de la especie biocontroladora, para desarrollar sus
estrategias y metodos, pudiendo ser éste de dos tipos: 1) Inducido, en el
cual la especie biocontroladora se libera en forma masiva en un ambiente en

el cual no se encontraba previamente; y 2) Natural, mismo que consiste en la
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regulacién de la poblacién plaga por parte de un biocontrolador sin que éste
haya sido introducido previamente (involucra la presencia de poblaciones
nativas del biocontrolador). El éxito se observa no sélo en una reduccion de
los sintomas provocados por la especie blanco, también por una disminucion
de su densidad poblacional por debajo del nivel de dafio econémico, o
cuando esta determinado, del umbral econdmico para el cultivo en cuestion
(Van Driesche, 1996).

El uso practico del Control Biolégico‘ de Nematodos se acentla en
circunstancias en que la poblacion de éstos pueda ser controlada por
multiples técnicas, las cuales contribuyan a evitar altas infestaciones en el
suelo, requiriéndose de supervision profesional. Ante los embates de alg(in
parasito o plaga, el control bioldgico no es un paliativo del control quimico, ya
que sus efectos se notan en el largo plazo. Hablando de nematodos
fitoparasitos, un buen agente de control biolégico de éstos deberia ser
producido en forma mas barata que los productos quimicos, ademas de
resultar efectivos contra las especies mas importantes tales como nematodos
agalladores y formadores de quistes, entre otros (Kerry, 1987).

De acuerdo con Kerry (1987), existen organismos que al interactuar con los
nematodos fitoparasitos reducen sus niveles de poblacion por efecto de
competencia, depredacion o parasitismo. Estos organismos pueden
someterse a estudios que delimiten su potencial como agentes de control
biologico, tomando siempre en cuenta que deben reunir ciertas
caracteristicas: 1) répida colonizacion o dispersion en el suelo, 2)
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persistencia, 3) elevada virulencia, 4) facilidad para su produccién masiva y
aplicacion en campo, 5) una vida de almacén prolongada, 6) compatibilidad
con agroquimicos y métodos de cultivo empleados en el sitio (tradicionales o
estandares), 7) inocuidad para el ambiente y el ser humano; todo esta al
costo mas bajo posible.

2.2 HONGOS NEMATOFAGOS COMO AGENTES DE CONTROL
BIOLOGICO DE NEMATODOS FITOPARASITOS
Deacon (1997) clasifica a estos organismos en dos grupos: 1) hongos

atrapadores de nematodos, y 2) hongos parasitos de huevos, quistes o
endoparasitos de juveniles y adultos. Los primeros atrapan a sus presas por
medio de estructuras especializadas como hifas adhesivas (Arthrobotris
olygospora), ramificaciones adhesivas del micelio {Monacrosporium
cionopagumy; anillos constrictivos {Dacfylaria brochopaga, A. anchonia,
reportadas por Barron, 1977) y no constrictivos (Dactylaria candida; reportada
por Barron, 1977). Todos estos hongos son organismos sapréfitos que
pueden alimentarse a partir de nematodos y utilizarlos como una fuente
adicional de energia, encontrandose mas de un tipo de estas estructuras en
diferentes especies de un mismo género. A pesar de ello, las estructuras
especializadas y el hecho de que en algunas especies éstas solo aparecen
en presencia del nematodo presa, indican que evolucionaron alimentandose
de nematodos. Los nematodos que son presa de este grupo de hongos
suelen quedar adheridos al micelio o estructura especializada segun el caso,
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para posteriormente penetrar sus hifas del hongo por la cuticula hasta la
cavidad corporal y forman un bulbo infectivo que sirve para absorber el
contenido corporal. El nematodo muere y de su cadaver emergen hifas que
esporulan o bien produciran nuevas estructuras especializadas. La infeccion
inicial es casi instantanea y practicamente irreversible. La sustancia adhesiva
involucrada esta constituida por compuestos del tipo lecitina que se adhieren
con sacéridos especificos de la cuticula del nematodo, suele permanecer
libre de particulas de suelo y materia organica (Barron, 1977).

Respecto a los organismos endoparasitos o parasitos de huevos y quistes,
dependen de los nematodos como principal fuente alimenticia y su densidad
poblacional en el suelo esta fuertemente ligada a la densidad pobiacional de
los nematodos (Deacon, 1997). Barron (1977) reporta que los hongos
endoparasitos no desarrollan micelio en forma extensiva fuera del organismo
huésped, y presentan estados de resistencia cuya funcion es la diseminacion
y la sobrevivencia bajo condiciones adversas; un ejemplo de ello es
Catenaria anguillulae, un hongo con esporas flageladas que se mueven
siguiendo un gradiente quimice originado por las secreciones del nematodo
que sirve de alimento; otro grupo de hongos lo conforman aquéllos que
presentan conidias adhesivas como es el caso de: Meristacrum
asterospermum, Meria spp., Cephalosporium spp y Pochonia spp.

Deacon (1997) comenta que la eficiencia parasitica de este grupo de hongos
nematdfagos puede ser tan elevada que llegan a tener un impacto
significativo como supresores de poblaciones de nematodos; sin embargo, la




mayoria de estos organismos no puede explotarse como agentes de control
bioldgico debido a la variacion existente entre diferentes aislamientos de una
misma especie y porque a menudo resulta muy dificil cultivarles en medios
artificiales. También menciona que Pochonia chlamydosporia, al compararse
con otros hongos nematdfagos (Paecilomyces), es mas facil de cultivar en
laboratorio pero menos efectivo como agente de control biologico de
nematodos, sobre todo si actiia solo.

Por su parte Kerry (1987), cita que las investigaciones se han enfocado
principalmente hacia aquellos hongos con estructuras especializadas en la
captura de nematodos como anillos constrictores, nddulos adhesivos o redes
de micelio; sin embargo, los hongos que parasitan estados larvarios y
aquellos que parasitan huevos, como es el caso de Pochonia
chlamydosporia, muestran aptitudes para su desarrallo formal como agentes
comerciales de control biologico de nematodos fitoparasitos. Menciona que
es esencial en el éxito de estos agentes potenciales el que puedan
desarrollar suficiente micelio como para entrar en contacto con las masas de
huevos de nematodos agaliadores. En relacion con la biota del suelo, este
hongo resulta un débil competidor en la rizosfera pero tiene la ventaja de
poderse aplicar al suelo en forma de clamidosporas, lo que simplifica el
trabajo al no ser necesario adicionar una fuente de energia externa como
cuando se aplica micelic al suelo. La virulencia efectiva en el suelo es dificil
determinar con precision, pero con frecuencia se relaciona con la cantidad de
indeulo aplicada y las pruebas de laboratorio o in vitro, las cuales por si solas
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no constituyen evidencia para determinar el potencial parasitico de algin
aislamiento, siendo necesario corroborarlas con pruebas de campo o en
condiciones de ambiente no estéril. El mismo autor hace hincapié en el hecho
de que Ia produccion masiva de agentes fungosos para control bioldgico
depende, entre otros factores, de la estabilidad genética de la especie en
cuestién, ya que cada hongo derivado de un solo cultivo monospérico puede
ir perdiendo su potencial en forma gradual; ademas, la afta mutabilidad de los
microorganismos puede ocasionar dificultades en su desarrollo,

particularmente si son cercanos a alguna especie fitoparasita.

2.2.1 Pochonia chlamydosporia: Organismo con potencial para el
control de nematodos fitopatégenos

2.2.1.1 Resefia Histérica

El hongo involucrado en el presente trabajo estuvo considerado hasta el afio
2001 como perteneciente al género anamorfo Verticillium, el cual es
extremadamente heterogéneo y abarca organismos que tienen habitos de
vida saprofiticos, fitofagos, entomofagos, nematofagos; ademas de
alimentarse de rotiferos y otros homgos.

El potencial de P. chlamydosporia como agente de control biolégico de
nematodos comenzd a vislumbrarse en la década de los 70°s, al aislarse de
huevos y quistes de Heterodera spp., El cientifico britanico Brian Kerry logrd

en su momento importantes avances al desarrollar entre los afios de 1970 y

1991 medios de cultivo especiales para el estudio de las especies




nematéfagas agrupadas bajo la denominacion Verticilium seccion Prostata.
(Gams, 1988; De Leij y Kerry, 1991)

Gamns (1988} fue el primero en proponer una reagrupacion de las especies
nematdfagas de Verficilium seccion Prostrata tomando en cuenta sus
mecanismos de infeccion, pero sin llegar a emitir una conclusién taxonémica
formal.

En el afio 2000 se realizé un estudio con el fin de reagrupar a los organismos
de esa seccién en categorias mas naturales; para lograrlo, Zare et. al, (2000)
reunieron aislamientos de las especies involucradas, los sometieron a un
andlisis de cadenas cortas y largas del ADN y definieron cuatro categorias
fundamentales: el grupo A, con especies de habitos fitoparasitos y saprofitos
que forman conidiéforos erectos; el grupo B, con especies que forman
colonias de color claro y apariencia algodonosa, sin presencia de
clamidosporas y de habitos entoméfagos y fungicolas; el grupo C, que abarca
organismos saprofitos con conidias adhesivas que pueden ser endoparasitos
de nematodos; y finalmente el grupo D, en el cual se reunieron organismos
saprofitos capaces de colonizar huevos y quistes de nematodos.
Posteriormente Gams y Zare (2001), propusieron una conclusion taxonémica
para el estudio, presentando fres nuevos géneros y retomando uno que habia
caide en desuso: Lecaniicillium spp., con especies entomofagas y fungicolas;
Haptocillium spp., con especies nematofagas productoras de conidias
adhesivas, sin clamidosporas; Rotiferophtora spp., con capacidad para
parasitar rotiferos; y Pochonia spp., parasitos de huevos y quistes de
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nematodos, con capacidad para formar clamidosporas tipicas, de pared
engrosada. El género Pochonia ya habia sido propuesto por Batista y
Fonseca en 1965 (Zare ef. al., 2001), cayendo en desusc posteriormente.

2.2.1.2 Biologia

Las colonias de Pochonia tienen un crecimiento moderado, alcanzando 15 a
40 cm de diametro en 10 dias. Los conididforos son por o general prostrados
y poco diferenciados del micelio. Las conidias se agrupan en cabezuelas o
cadenas, subglobosas a elipsoidales, isodiamétricas o bien falcadas;
producen dictioclamidosporas en el micelio aéreo. En el caso especifico de
Pochonia chlamydosporia, las colonias alcanzan de 20 a 38 mm de diametro
en 10 dias, son de color blanco que posteriomente se torna amarillento
debido a la produccion de clamidosporas. Los conidiéforos son prostrados y
emiten de 2 a 3 fialidas por nodulo en verticilo; a veces son sencillos. Las
conidias son hialinas o de color brillante, mayoritariamente unicelulares,
creciendo en cabezuelas recubiertas de una sustancia adhesiva.
Clamidosporas tipicas. (Domsch y Gams, 1980; Zare et. al., 2001; Figura 4).
P. chlamydosporia coloniza la rizosfera de las plantas sin provocar lesiones ni
penetrar al cortex de la raiz; esta colonizacion prolonga la vida del hongo en
el suelo, le permite parasitar nematodos agalladores y formadores de quistes,
y no afecta el desarrollo de las plantas. Se establece mas f4cilmente cuando
se adiciona al suelo en forma de clamidosporas, de ahi que esta
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caracteristica facilite su manipulacién practica y cientifica (De Leij y Kerry,
1991; Bourne et. al., 1994).

Fig.4 Microfotografia de P. chlamydosporia var. chlamidosporia (Cortesia: M. C. Francisco
Franco Navarro).

2.2.1.3 Antecedentes como agente de confrol bioldgico de nematodos
agalladores

De Leij y Kerry (1991) probaron tres aislamientos del hongo en plantas de
tomate crecidas en suelo infestado con Meloidogyne arenaria, los tres
sobrevivieron bien en el suelo aunque solamente uno logré presentar efectos
significativos en la poblacion de nematodos. Probando dos formas de
aplicacion descubrieron que resultaba méas apropiado utilizar clamidosporas
al no ocupar una fuente de energia adicional como cuando la inoculacion es
mediante micelio. Por otro lado, hicieron una prueba para determinar si el
hongo afectaba en alguna forma el desarrollo normal del cultivo, encontrando
que P. chlamydosporia colonizo la raiz sin afectar al cultivo en forma alguna.
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Bourne et. al. (1994) realizaron pruebas con aislamientos obtenidos de suelo
infestado por Meloidogyne y Heterodera con el fin de determinar la capacidad
de cada uno para colonizar la rizésfera en condiciones estériles y su
habilidad parasitica en suelo no infestado. Sus resultados mostraron que
entre aislamientos existe una gran variabilidad, que una cepa cuyo
comportamiento en laboratorio haya sido exitoso no necesariamente se
comporta igual en suelo no estéril y que esta falla puede deberse a una débil
capacidad para competir con el resto de la biota del suelo. El control de
nematodos resultd mas efectivo cuando las masas de huevos de
Meloidogyne se encontraban expuestas en Ia superficie de la raiz o
embebidas en agallas pequefias; asl como cuando el parasitismo se daba en
etapas tempranas del desarrollo del huevo.

Mousa ef. al. (1995) probaron diferentes niveles de inculo, encontrando una
refacion directa entre la cantidad de hongo aplicada y la supresion de la
poblacién de nematodos.

Kerry (1997) establecio una secuencia para evaluar el potencial parasitico de
los diferentes aislamientos del hongo, compuesta por dos fases: pruebas in
vitro y pruebas de campo. Entre las primeras se encuentran las pruebas de
parasitismo con huevos y ias pruebas de colonizacion de raices de plantas
susceptibles al nematodo; debiéndose obtener porcentajes de 80% o
Superiores en ambos casos para que dichos aislamientos sean considerados
como potenciales agentes de control biolégico y procedan fas pruebas de
campo, las cuales pueden realizarse a cielo abierto o en invernaderos,
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Estandariz¢ la cantidad minima de indculo del hongo a utilizar en trabajos de
esta naturaleza, debe ser de por lo menos 5 000 clamidosporas por cada
~ gramo de suelo empleado Dicha metodologfa ha sido empleada por la
mayoria de investigadores que trabajaron o trabajan con P. chlamydosporia,
incluyéndose el presente frabajo.

Atkins et. al. (2003(a)) presentaron los primeros esfuerzos para diferenciar a
las dos principales variedades del hongo (P. chlamydosporia var.
chlamydosporia y var. catenulata) empleando procedimientos de biologia
molecdlar.

Verdejo ef. al. (2003) experimentaron usando a P. chlamydosporia y Oxamil
(solos o en combinacion) contra Meloidogyne sp.. encontrando que la
combinacion de ambos provocaba mayores efectos sobre el nematodo que
su empleo por separado. También se observd que el hongo mantuvo
densidades bajas en el suelo durante el tiempo que dur6 el experimento.
Atkins et. al. (2003(b)) probaron diversos sustratos, encontrando que P.
chlamydosporia var. catenulata prosperaba mejor en aquellos con alto
contenido de materia organica. En sus pruebas de parasitismo in vitro
obtuvieron porcentajes de 70% usando dicha variedad del hongo
Flores-Camacho (2003), obtuvo varios aislamientos mexicanos de P,
chlamydosporia a partir de muestras de suelo y raices procedentes de varios
predios con N. aberrans presente. Con dichos aislamientos realizd pruebas
de parasitismo in vitro, encontrando que algunos eran capaces de parasitar
mas del 90% de los huevos pertenecientes a tres diferentes poblaciones de
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N. abermans en plantas de jitomate: para la poblacion Montecillo, el
aislamiento denominado SC1 con 84% de parasitismo en huevos; mientras
que en las poblaciones de Tecamachalco y Zacatecas el aislamiento mas
efectivo fue el llamado MHCH con 96% y 91% respectivamente Destacaron
tambieén los aislamientos SMB3A (90% de parasitismo sobre la poblacién de
Zacatecas y 76% sobre la de Montecillo) y SM4 (94% de parasitismo sobre Ia
poblacion de Tecamachalco).

Doroteo-Mendoza (2004) realiz6 estudios in vitro utilizando los aislamientos
reportados por Flores-Camacho (2003), con el fin de determinar su potencial
parasitico sobre huevos de dos poblaciones de N, aberrans, concluyendo que
dos de los cinco aislamientos eran efectivos para el control del nematodo, ya
que presentaron un nivel de parasitismo en huevos superior al 78%.

En un experimento realizado por Pérez-Rodriguez (2004), se probaron los |
aislamientos reportados por Flores-Camacho (2003} en suelo naturalmente
infestado con N. aberrans bajo condiciones de invernadero, concluyendo que
las plantas tratadas con el aislamiento SC1 a una dosis de 15 000
clamidosporas por gramo de suelo presentaron la menor poblacién de
nematodos asi como menores dafios en planta con respecto al testigo y el
resto de los tratamientos.

En un estudio sobre la presencia de P. chlamydosporia en ambientes
perturbados y no perturbados, Vilchis-Martinez de Tarin (2004) obtuvo 34
aislamientos de P. chlamydosporia, 26 de ellos pertenecientes a la variedad
chlamydosporia y 8 a la variedad catenulata, siendo éste el primer reporte en
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México sobre el hallazgo de algiin aislamiento de la variedad catenulata. De
todos los aislamientos examind su capacidad parasitica sobre huevos de N.
aberrans, encontrando una respuesta diferenciada y resaltando a cinco con
un nivel de parasitismo mayor al 80%, aunque sin precisar a qué variedad del
hongo {var. chlamydosporia o var. catenulata) correspondian tales

aislamientos.
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3 MATERIALES Y METODOS

La parte experimental de esta investigacion se dividié en dos fases: en la
primera se evalu¢ la capacidad colonizadora de P. chlamydosporia en la
rizésfera y raices del chile Ancho San Luis, definida la rizésfera como "region
del suelo bajo la influencia fisica y fisioldgica de la raiz de ias plantas”
(Ferrera-Cerrato, 1989). En la segunda fase se determind el potencial
parasitico de dichos aislamientos bajo condiciones de invernadero utilizando
como hospedante plantas de la variedad de chile ya mencionada puestas a
crecer en suelo naturalmente infestado con el nematodo falso nodulador.

3.1 PRUEBA DE COLONIZACION DE RAICES DE CHILE

3.1.1 Preparativos.

Se utilizaron los cinco aislamientos obtenidos y reportados por Flores-
Camacho (2003), éstos son: SC1, SM4, MHCH, SMB3 y SMB3A, cuyas
claves ya habian sido previamente asignadas. Se partié de muestras de cada
aislamiento mantenidas en cajas Petri con Papa-Agar (PA). Todos los
aislamientos se incubaron en medio liquido de Czapek + sales (Apéndice |,
incisc 1.4) (Kerry, 1997), con el fin de producir conidios masivamente y hacer
las inoculaciones correspondientes a las semillas de chile. A cada matraz con
medio se le agregaron 5 discos de medio PA de aproximadamente 5 mm de
diametro, en los cuales habia crecimiento de micelio del aislamiento
respectivo (21 dias de edad). Los matraces fueron colocados en un plato
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agitador a 120 rpm y 27° C de temperatura durante 14 dias. Transcurrido
dicho periodo de incubacion, el medio liquido fue filtrado en condiciones
esteriles y se estimé la concentracion de conidias por cada aislamiento, para
lo cual se utilizd una cdmara de Neubauer®; esta estimacion se llevo al cabo
para ajustar cada aislamiento a una concentracion de 108 clamidosporas en
200 mi. Como diluyente se utilizé alginato de sodio (manucol) 1%. Antes de
embeber en las diferentes suspensiones de conidias las semillas de chile,
éstas se desinfestaron en una solucién de hipoclorito de sodio 3.5% bajo
agitacion constante durante 5 minutos, enjuagandose luego con agua
destilada estéril hasta refirar todo resto del hipoclorito. Las semillas
desinfestadas se colocaron dentro de las diferentes suspensiones (200 ml),
agitandose vigorosamente durante 10 minutos para asi asegurar que se
adhiriera un minimo de 10° clamidosporas par semilla (Boume ef. al., 1994).
Luego de embebidas las semillas, fueron colocadas sobre mallas de alambre
con el fin de que se secaran en el interior de la campana de flujo laminar
hasta el dia siguiente. Una vez secas las semillas, se colocaron 10 semillas
en cajas de Petri por cada aislamiento, usando medio Agua-Agar (AA)
(Apéndice |, inciso 1.3) y Harina de Maiz-Agar (HMA) (Apéndice I, inciso 1.2),
y estableciéndose cuatro repeticiones de cada medio por aislamiento;
manteniendoles a una temperatura de 24° C. Después de 72 horas se
contaron las semillas correspondientes a cada tratamiento en cuya testa se
encontraba creciendo micelio de P. chlamydosporia, con el fin de corroborar
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su presencia en las semillas de chile después del proceso de imbibicién y
asegurar que el hongo permanecia viable.

i o
Fig.5 Aspectos de los preparativos de la prueba n Vitro. a) Plate agitador, b) Semillas Imbibidas
en el interior de la campana de fiujo laminar, ¢) Semilias en medio AA, d) Semillas en medio
HMA, e) Siembra en las cajas de Petri.

3.1.2 Prueba In Vitro de colonizacion de raices
Para evaluar la capacidad de colonizacion de raices de chile por cada
aislamiento, se montd un experimento en instalaciones del Colegio de

Postgraduados, arreglado completamente al azar con 6 tratamientos y 6
repeticiones:
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T1 = semillas de chile con el aislamiento SC1

T2 = semillas de chile con el aislamiento SM4

T3 = semillas de chile con el aislamiento MHCH

T4 = semillas de chile con el aislamiento SMB3

TS = semillas de chile con el aislamiento SMB3A

T6 = semillas de chile + manucol 1% (Testigo)

Para esta prueba se llenaron tubos de ensaye de 20 cm de longitud por 3.6
cm de diametro hasta % partes de su capacidad con vermiculita (65 g tubo),
dichos tubos se taparon con un capuchén de aluminio y se esterilizaron en
olla de presion a 121° C durante 40 minutos. Una vez frios, en cada tubo se
sembraron tres semillas de chile previamente embebidas. Por cada
aislamiento de hongo se utilizaron 6 tubos. Todos los tubos se taparon con
cinta transparente, se cubrieron con papel aluminio para evitar la incidencia
de luz en el sustrato y se incubaron a 27° C. A los diez dias posteriores a la
emergencia de las plantulas, éstas fueron extraidas de cada tubo procurando
que saliese la raiz completa, y se retiraron los restos de sustrato con agua
destilada estéril para posteriormente cortar segmentos de raices de un
centimetro de longitud y sembrarlos en cajas Petri con HMA a razén de 5
fragmentos por caja; por cada tubo se sembraron dos cajas. Las cajas fueron
mantenidas a 24° C durante 72 horas y al finalizar ese tiempo se contaron los
fragmentos de raiz con micelio de P, chlamydosporia creciendo sobre ellas;
con estos datos se realizo el calculo del porcentaje de colonizacion de raices
para cada aislamiento. De acuerdo con Kerry (1997), sdlo los aislamientos
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con un porcentaje de colonizacion mayor al 80% deben ser considerados
como potenciales biocontroladores de nematodos agalladores, ello
dependiendo de otros atributos {capacidad de produccion de clamidosporas,
porcentaje de parasitismo de huevos, efc.); en caso tal es pertinente hacer
con ellos una prueba de parasitismo en condiciones no estériles.

Fig. 6. Aspectos de la prueba In Vitro. a) Siembra de semillas en los tubos con vermicuiita, b)
Montajes almacenados, c) Plantulas al interior de los tubos, previo a su procesamiento.

3.2 PRUEBA DEL POTENCIAL PARASITICO DE P, chlamydosporia
SOBRE N. aberrans EN CONDICIONES DE INVERNADERO

Esta segunda fase del estudio se realizé en instalaciones del Colegio de
Postgraduados. El experimento se llevé al cabo en invernadero bajo un
disefio completamente al azar, en el cual se probaron 5 aislamientos en dos
niveles de indculo (7 500 y 15 000 clamidosporas * g-! de suelo), ademas de
2 tratamientos testigos (absoluto y con nematodo solo), con el siguiente
arreglo de tratamientos:




1= N. aberrans solo (Testigo con nematado [TCN])

T2= N, aberrans + SC1 (7500 clamidosporas g-1 de suelo)

T3 = N. aberrans + SM4 (7500 clamidosporas g-' de suelo)

T4 = N. aberrans + MHCH (7500 clamidosporas g-! de suela)

T5 = N. aberrans + SMB3 (7500 clamidosporas g-de suelo)

T6 = N. aberrans + SMB3A (7500 clamidosporas g-! de suelo)

T7 = N. aberrans + SC1 (15 000 clamidosporas g-1de suelo)

T8 = N. aberrans + SM4 (15 000 clamidosporas g-'de suelo)

T9 = N, aberrans + MHCH (15 000 clamidosporas g de suelo)

T10 = N. aberrans + SMB3 (15 000 clamidosporas g-' de suelo)

T11 = N. aberrans + SMB3A (15 000 clamidosporas g-' de suelo)

T12 = Inbculo del hongo esterilizado y suelo sin N, aberrans (Testigo
absoluto)

Por cada tratamiento se contd con 4 repeticiones, dando un total de 48
macetas o unidades experimentales, en cada una de las cuales se
transplantaron 2 propagulos de chile Ancho San Luis.

Para el establecimiento del experimento primeramente se colectd suelo
naturalmente infestado con el nematodo, proveniente de una parcela del
Colegio de Postgraduados Campus Montecillo. En 44 de las 48 macetas se
colocaron 1.6 kg de suelo infestado, mientras que en las ofras cuatro se
colocd suelo previamente esterilizado con el fin de usarse en el testigo
absoluto. Los diferentes aislamientos a probar se aplicaron utilizando como
sustrato de crecimiento granos de aroz colonizados masivamente: esta
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produccion masiva se llevd a cabo en las instalaciones del IFIT-CP,
empleando la metodologia propuesta por Hidalgo et. al. (2000) (citado por
Atkins ef. al., 2003(a)) modificada por el equipo de trabajo del Laboratorio de
Nematologia del Colegio de Postgraduados tal y como se relata en Pérez-
Rodriguez (2004).

El producto fue sometido a pruebas de calidad con el fin de determinar su
viabilidad, asi como la concentracion de clamidosporas y de las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) por gramo de producto (Apéndice I, inciso
2.5 y 2.6); la concentracion de clamidosporas permitio estimar la cantidad
necesaria de arroz colonizado que debia aplicarse en cada tratamiento
(Tabla 1). Relativo a la viabilidad de los aislamientos, cuantificado como el
porcentaje de germinacion de clamidosporas, se encontré un porcentaje
superior al 80 % para todos los aislamientos estudiados (Apéndice I, inciso
2.5)

CANTIDAD A APLICAR
AISLAMIENTO | CONCENTRACION DOSIS ALTA DOSIS BAJA
(clamidosporas g” (15 000 ¢l g") (7500 ¢l g)
arvoz colonlzado) POR TOTAL POR TOTAL
MACETA | TRATAMIENTO | MACETA TRATAMIENTQ
SClI 3.7*10° 64g 256g 32g 128¢
SM4 25+*10° 96¢g 384 ¢ 48¢g 192 ¢g
MHCH 93*10° 258g 1032 ¢ 1290g 5l16g
SMB3 1.2 *10° 20g 80 g 10g 40g
SMB3A 1.46 *10° 164¢g 65.6g 82g 328¢g

Tabla 1. Contenido de clamidosporas g de arroz colonizado para cada aislamiento de P,
chiamydosporia, asi como la cantidad a emplear por tratamisnto y repeticion.
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Una vez determinada la cantidad de indculo a aplicar por unidad
experimental, el arroz colonizado se mezcld con 27 gramos de
vermicomposta (el equivalente por maceta para igualar con una dosis de 10
ton ha’), la cual ademas de servir como vehiculo de aplicacion para el
producto, constituyd un abono necesario para el establecimiento de las
plantas de chile. La mezcla se agitd vigorosamente y fue aplicada
inmediatamente después del trasplante. Una segunda aplicacion se efectud a
los 40 dias después del transplante, respetandose las concentraciones y
pesos empleados en la primera aplicacién. De manera complementaria, se
hicieron 3 aplicaciones quincenales del ferfilizante foliar Bayfolan® durante el
desarrollo vegetativo de las plantas (28 de Abril, 12 y 26 de Mayo del 2004),
en dosis equivalente a 2 L ha-1. El experimento fue levantado transcurridos 60

dias, evaluandose las siguientes variables;

- Indice de agallamiento (Apéndice II, inciso 2.7).

- Peso seco de follaje (Apéndice Il, inciso 2.8).

- Peso fresco de raiz (Apéndice I1, inciso 2.9).

- Niimero de hembras por gramo de raiz. Para tal efecto, las raices de las
plantas correspondientes a todas las repeticiones dentro de su respectivo
tratamiento se agruparen y cortaron en trozos de aproximadamente 1 cm de
longitud; de esta muestra compuesta en cada tratamiento se tomaron cinco

submuestras de 1 g cada una; posteriormente Ias raices se tifieron mediante
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la técnica de Hussey (1987) para la deteccion y cuantificacion de dichas
hembras (Apéndice Il, inciso 2.3).

- Namero de juveniles por gramo de raiz. De la muestra compuesta de raices
de cada tratamiento se tomaron 5 submuestras de 1 g cada una. Cada
submuestra fue licuada y procesada como se indica en el Apéndice I, inciso
2.2

- Niimero de masas de huevos por gramo de raiz. De la muestra compuesta
de raices correspondiente a cada tratamiento, se fomaron 5 submuestras de
1 g cada una, con el fin de extraer y contar las masas de huevos presentes
en el tejido agaliado. Al final, se obtuvo un valor promedio correspondiente a
cada tratamiento.

- Porcentaje de masas parasitadas (Apéndice I, inciso 2.4).

- Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por gramo de raiz. De la muestra
compuesta de raices correspondiente a cada tratamiento, se tomaron 5
submuestras de 1 g cada una, procediéndose como se indica en el Apéndice
Il, inciso 2.1.

- UFC por gramo de suelo: Para tal fin, se procedid como se indica en el
Apendice |1, inciso 2.1

Los datos recopilados para cada variable fueron analizados usando el
paquete SAS SYSTEM; mediante las utilidades que permiten obtener el
Andlisis de Varianza para cada variable evaluada, y Prueba de Comparacion
de Medias de Duncan en aquellas que mostraron diferencia significativa entre
tratamientos.




4 RESULTADOS
4.1 PRUEBAS DE COLONIZACION DE RAICES DE CHILE

Los resultados de las pruebas de colonizacion de raices, complementados

con los del nivel de presencia de los diferentes asilamientos del hongo en las
semillas, se presentan en la Tabla 2.

Aislamiento P. chiamydosporia en semillas % de
MEDIOS EVALUADOS coloniz’acldn e
raices
AA HMA
Testigo 6 0 0 0]
Control
SC1 100% 100% 100 % (60/60)
SM4 100% 100% 85% (51/60)
MHCH 100% 87.5% 90% (54/60)
SMB3 92.5% 90% 100 % (60/60)
SMB3A 100% 100% 95% (57/60)

Tabla 2. Resultados de la prueba de colonizacién de raices por parte de cada aislamiento de P.
chlamydosporia probado. Se anexa el porcentaje de presencia de cada aislamiento en la testa de
las semillas

Fig 7. Cajas Petri con semillas y fragmentos de raices colonizados. a) Semillas del aislamiento
SME3 en medio AA, b) Aislamiento $C1, mostrando crecimiento en ambos medios,
c) Fragmentos de raices colonizadas por el aislamiento SC1




4.2 PRUEBA DEL POTENCIAL PARASITICO DE P. chlamydosporia
SOBRE N. aberrans EN CONDICIONES DE INVERNADERO

Los resultados del andlisis de varianza para los datos correspendientes a
cada variable evaluada se presentan en la Tabla 3.

VARIABLE ? COEFICIENTE DE
VARIACION

1. - Indice de Agallamiento 2.72 (NS) 0.4520 10.90
2. - Peso Fresco de Raiz 1.99 (NS) 0.3760 28.89
3. - Peso Fresco de Follaje 1.94 (NS) 0.3703 46.26
4. - Masas de Huevos * g ralz 5.00(" 0.6945 36.85
5. - Juveniles * g raiz ! 1.40 (NS) 0.3896 90.22
6. - Hembras maduras * g rafz - 759(" 0.7752 20.74
7. - Masas de Huevos parasitadas 0 0 0

8.-UFG *g raiz 0 0 0

9. - UFC * g suglo - 13.99 (% 0.8640 112.26

Tabla 3. Resultados del analisis de varlanza para la prueba de potencial parasitico

indice de agallamiento. El T2 (SC1- 7500 clam.) presentd un indice de
agallamiento 2% menor que el T1 (testigo con nematodo). Los tratamientos
T7 (SC1-15000 clam.) y T11 (SMB3A-15 000 clam.) registraron el menor nivel
de agaliamiento (4.5), 33% menor que el testigo con nematodo (Figuras 8;
Apéndice |If, Tabla 1).
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Fig 8. Indice de agaltamiento en plantas de chile Ancho (Capsicum annuum L.) var. San Luis
inoculadas con distintas concentraciones de clamidoporas por gramo de suelo de diferentes
aislamientos de P. chlamydosporia.

Peso fresco de raiz. Tal y como se esperaba, el tratamiento T12 (Testigo
absoluto), present6 plantas con el mayor peso fresco de raiz (28.73 g), un
incremento del 900% respecto al de las plantas correspondientes al testigo
con nematodo y a los diferentes aislamientos del hongo. Entre éstos
sobresalieron los tratamientos T3 (SM4-7500 clam.) con 3.88 g (24.75 % de
aumento respecto a T1), y T2 (SC1-7500 clam.) con 3.86 (24 % de aumento
respecto a T1) (Figura 9; Apéndice I1l, Tabla 1)
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Fig 9. Pesc fresco de Raiz en plantas de chile Ancho (Capsicum annuum L.) var. San Luis
inoculadas con distintas concentraciones de clamidoporas por gramo de suelo de diferentes
aislamientos de P. chlamydosporia,

Peso seco de follaje. Mientras que en el T2 se obtuvo un valor de 0.89, 78%
mas que el testigo con nematodo, el T11 tuvo 2% mas peso que el T1 y el
T12 super6 en mas de 15 veces el valor presente en las plantas del testigo
con nematodo. En los tratamientos T8, T5 y T9 se observaron los valores
mas bajos de peso seco de follaje, (Figura 10; Apéndice IIl, Tabla 1)
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Fig 10. Peso Seco de Follaje en plantas de chile Ancho (Capsicum annuum L.) var. San Luis
inoculadas con distintas concentracicnes de clamidoperas por gramo de suelo de diferentes

aislamientos de P. chlamydosporia.

Masas de huevos por gramo de raiz. Los fratamientos con los valores
promedio mas altos fueron el T2 con 12 masas, T7 con 8 masas y T1 con 7
masas. Los valores mas reducidos corresponden al T8 con 2.66 y T11 con 3
masas. La prueba de medias de Duncan establece que el T2 (SC1 - 7500
clam.) resulté significativamente diferente al resto de los tratamientos con
nematodo en lo que a esta variable respecta. (Figura 11; Apéndice Ill, Tabla
2)
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Fig 11. Masas de huevos de N. aberrans por gramo de Raiz en plantas de chile Ancho
(Capsicum annuum L.) var. San Luls inoculadas con distintas concentraciones de clamidoporas
por gramo de suelo de diferentes aislamientos de P. chfamydosporia.

Juveniles por gramo de raiz. Segin el analisis de varianza no existe
diferencia significativa entre los tratamientos con nematodo, El valor mas alto
se observd en el T1 (Testigo con nematoda) y fue de 70 juveniles par gramo
de raiz. EI T7 tuvo 42, el T2 registrd 25.67 en promedio; y ef T11 21 juveniles
en promedio. El valor mas bajo fue el correspondiente al T8, con un promedio
de 9.33 juveniles por gramo de raices (Figura 12; Apéndice 11, Tabla 2)
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Fig 12. Estadios juveniles de N. aberrans por gramo de Raiz en plantas de chile Ancho
(Capsicum annuum L.) var. San Luis inoculadas con distintas concentraciones de clamidoporas
por gramo de suelo de diferentes aislamientos de P. chfamydosporia.

Hembras Maduras por gramo de raiz. De acuerdo con el analisis de
varianza hubo diferencia significativa entre los tratamientos, la prueba de
medias de Duncan arrojé como resuitado que en esta variable el T10 {con un
promedio de 34 hembras maduras por gramo de tejido radicular) es diferente
al resto de los tratamientos con nematodo; de éstos el valor mas elevado
correspondié al T3 (SM4-15000 clam.}, con 19.33 hembras maduras por
gramo de fejido; y el mas bajo al llamado T5 (SMB3-7500 clam.), con 13.66
hembras maduras por gramo de raiz. (Tabla 3; Figura 13; Apéndice I!l, Tabla
2)
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Fig 13. Hembras maduras de N, aberrans por gramo de Raiz en plantas de chile Ancho
(Capsicum annuum L.) var. San Luis inoculadas con distintas concentraciones de clamidoporas
por gramo de suele de diferentes aislamientos de P. chlamydosporia.

Masas de huevos parasitadas. Respecto a esta variable, no se detectd
crecimiento alguno del hongo en ninguno de los tratamientos (Apéndice Ill,
Tabla 3).

Unidades formadoras de colonias por gramo de raices. No se observo
crecimiento de unidades formadoras de colonias en ninguno de los
tratamientos ensayados una vez transcurrido el tiempo de incubacion
respectivo (Apéndice I, Tabla 3)
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Unidades formadoras de colonias por gramo de suelo. Se observo
crecimiento de unidades formadoras de colonias solamente en los llamados
T11 (SMB3A-15 000 clam), siendo éste significativamente diferente del resto
de tratamientos ensayados segun la prueba de Duncan; T2 (SC1-7 500 clam)
y T7 (SC1-15 000 clam).

Los valores obtenidos fueron: para ei T2, 5 666 UFC; para el T7, 2 333 UFC:
y para el T11, 22 233 UFC, el nimero mayor de entre las que resultaron
positivas para esta variable (Fig. 7). (Figuras 14 y 15; Apéndice Iil, Tabla 3).

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS POR GRAMO DE
SUELD
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Fig 14. Unidades Formadoras de Colonias por gramo de Suelo en plantas de chile Ancho
{Capsicum annuum L.) var. San Luis inoculadas con distintas concentraciones de clamidoporas
por gramo de suelo de diferentes aislamientos de P. chlamydosporia.
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Fig 15. Reaislamientos hechos para confirmar la identidad de P. chlamydosporia en tres
tratamlentos ensayados. a) T2, b) 17, ¢) T11.

Tratarmients 12 Teatamionio | Tralamionts 11
(Testign absoluto) (SMBIA, dosls
L1, alta)

|

Fig 17. Aspecto de las raices de plantas en el tratamiento T11 (Aiglamiento SMB3A) .




Fig. 18. Comparacién entre las plantas de los testigos y los tratamientos T2, T7 y T11; de
izquierda a derecha: Testigo absoluto {T12), Testigo con nematodo (T1), tratamiento respectivo.
a)T2,b}T7,¢) T







5 ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados de la prueba /n Vifro mostraron un alto porcentaje de
colonizacién de la raiz, superior al 80% en los 5 aislamientos analizados: este
hecho concuerda con los diversos reportes de pruebas In Vitro mencionados
en la revision documental (el lector harfa bien en remitirse al capitulo 2.2, p.
25-35 de la presente tesis). Con base en lo anterior, se decidié usar los cinco
aislamientos en el bioensayo de invernadero.

Ningan aislamiento fue capaz de colonizar la rizésfera i las raices del cultivo
utilizado, lo cual fortalece las posturas de Boumne et. al., 1994: y Kerry, 1987,
acerca de que el comportamiento del hongo en condiciones no estériles
puede ser diferente al observado en pruebas de laboratorio, razén por la cual
es imprudente tomar como definitivos los resultados de pruebas In Vitro,
habiendo la necesidad de corroborarles en campo o inveradero.

De forma 1al, en lo que a esta investigacién respecta, no hay argumentos

experimentales validos para atribuir a los 5 aislamientos de P.
chlamydosporia efectos de control sobre el nematodo o alguna influencia
sobre las variables evaluadas mas alla de la correspondiente al azar, debido
a que fue imposible reaislarles de las raices del cultivo asi como de las
masas de huevos del nematodo. Estos hechos sugieren que el hongo no
logré colonizar efectivamente las raices del cultivo ensayado, lo cual va en
contra de las condiciones fundamentales estipuladas por Kerry (1997) para
utilizar algun microorganismo de esta naturaleza como agente de control
biolégico de nematodos agalladores.
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Verdejo et. al. (2003), reporta que Pochonia chiamydosporia mantiene bajas
densidades poblacionales en suelo. Tal hecho, junto con su débit capacidad
para competir con la biota del suelo y la existencia de suelos supresivos para
este hongo (Kerry, 1987) pueden ser los factores limitantes en su desarrolio
como agente comercial de control biolégico de nematodos fitoparasitos,
objetivo final de la linea de investigacion donde el presente trabajo tiene la
funcion de una prueba de discriminacion de aislamientos en funcion de su
comportamiento. Como consecuencia, quien pretenda continuar estos
estudios debera poner especial atencién en los factores antes mencionados
al momento de planear sus experimentos.

Cabe destacar aqui a los 3 tratamientos que arrojaron resultados positivos en
la variable Unidades Formadoras de Colonias por gramo de Suelo, tales
tratamientos corresponden al aislamiento SC1 en ambas dosificaciones
empleadas en el experimento (ver Materiales y Métodos) y al aislamiento
SMB3A en su dosificacion alta; mismos que mostraron aspectos relevantes
en las demas variables ensayadas (Figs. 16, 17 y 18) como indices de
agallamiento bajos, pocos juveniles, masas de huevos y hembras maduras
en sus tejidos, asi como una ligera tendencia a acumular mas materia seca
que el resto de los tratamientos con nematodo. Aungue experimentalmente
hablando esos aspectos positivos s6lo pueden atribuirse a la influencia del
azar, el hecho de que pudieran reaislarse del suelo es un punio a favor de su
empleo en otros experimentos que persigan la elucidacion de su capacidad

de control sobre nematodos agalladores, ya que tal comportamiento sugiere
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que son mas competitivos contra la biota del suelo que el resto de los
aislamientos usados; y quizd puedan sobrevivir en el suelo hasta hacer
contacto con la rizésfera y raices del cultivo, colonizéndoles y posibilitando
una infeccion sobre los huevos de nematodos que se hallan en ellas.

El aislamiento SC1 mostro, en ambas dosis, un peso seco de follaje y un
indice de agallamiento bajos, ademés de menos juveniles al interior de sus
tejidos con relacion al testigo con nematodo; y respecto al trabajo de Pérez
(2004), en el presente reporte hay coincidencia en que es posible que la cepa
SC1 pudiera comportarse en campo como un buen agente de biacontrol para
nematodos agalladores.

El tratamiento 11, correspondiente a fa dosificacion alta para el aislamiento
SMB3A, muestra ventajas sobre los demas tratamientos con nematodo al
presentar el menor indice de agallamiento, pocas masa de huevos y el mayor
nimero de unidades formadoras de colonias en el suelo. No se olvide que en
esta investigacion dichos resultados sélo pueden atribuirse al azar y deben

confirmarse por experimentos futuros para considerarlos como
absolutamente validos.

Por lo tanto, se sugiere que en experimentos venideros se utilicen cantidades
de indculo mayores a las empleadas en este trabajo (Mousa et. al,, 1995), y
determinar por medio del ensayo de diferentes gradientes de dosificacion la
cantidad Gptima de indculo del hongo a aplicar; ademas, que se plantee una
mayor duracion de los ensayos para que el hongo aumente sus posibilidades
de establecerse en la rizésfera y raices de los cultivos que se ensayen
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estando asi en condiciones de comprobar su real potencial parasitico sobre
N. aberrans, sustentando la argumentacién de que el hongo parasita al
nematodo influyendo favorablemente en el rendimiento del chile. Ademas se
necesitara de conocer el comportamiento del suelo hacia el hongo (supresivo
0 no supresivo); ia etapa de desarrollo del cultivo en que se realizara la
aplicacion (que esta en funcién del ciclo de vida del nematodo), cuantificacion
de la poblacion inicial y final del nematodo en el experimento y nivel de
parasitismo efectivo en condiciones de suelo no estéril; y también formas de
aplicacion de P. chiamidosporia diferentes al sustrato colonizado, como el
tratamiento a semillas de chile en solucién de cIamidosporas antes de
colocarlas en el almécigo (esta idea se deriva de los preparativos de la
prueba In vitro hecha en el presente trabajo, ver Materiales y Métodos, p. 36).
Una vez establecida la verdadera capacidad de control de P. chlamydosporia
sobre N, aberrans en chile ancho, procede hacer pruebas en mas cuitivos
atacados por ¢l nematodo (ubicandoles en diferentes ambientes), asi como
estudios de rentabilidad financiera (produccién comercial del agente),
cerrando asi el ciclo de la investigacion.

¥ % & % % *
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CONCLUSIONES

- En la prueba de Colonizacion de Raices, fos cinco aislamientos empleados
tuvieron presencia viable en semillas de chile y un porcentaje de colonizacion
de raices superior al 80%

- El aislamiento SC1 en sus dosificaciones alta y baja, asi como el
aislamiento SMB3A en su dosificacion alta, pudieron reaislarse del suelo
ocupado en el bioensayo, demostrando una capacidad superior al resto de
los aislamientos para competir con la biota del suelo y permanecer viables en
el mismo. Esta capacidad permite diferenciarles del resto de aislamientos
usados, con lo cual se cumple el objetivo general de la presente
investigacion.

- El aislamiento SMB3A (en su dosificacién alta) presentd las mejores
caracteristicas en comparacion con el resto de tratamientos experimentados,
incluyendo al aislamiento SC1.
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Apéndice |
MEDIOS EMPLEADQS

1.1 Medio semiselectivo {Flores-Camacho, 2003)

Material para preparar un litro;

17 g de medio Harina de Maiz - Agar.
17.5 g de NaCl grado técnico.

7.5 mg de colorante rosa de bengala.
Aforar a un litro, esterilizar y agregar:
3 ml de Tritén X - 100.

50 mg de Sulfato de Estreptomicina.
50 mg de Cloranfenicol.

50 mg de Clorotetraciclina,

37.5 mg de Tiabendazol.

37.5 mg de Carbendazim.

1.2 Medio Harina de Maiz - Agar (Flores-Camacho, 2003)

Material para preparar un litro;

17 g de medio Harina de Maiz - Agar.
Aforar a un litro, esterilizar y agregar:
50 mg de Sulfato de Estreptomicina.
50 mg de Cloranfenicol.

50 mg de Clorotetraciclina.

1.3 Medio Agua - Agar + Antibiéticos (Flores-Camacho, 2003)

Material para preparar un litro:

8 g de Agar grado técnico.

Aforar a un litro, esterilizar y agregar:
50 mg de Sulfato de Estreptomicina.
50 mg de Cloranfenicol.

50 mg de Clorotetraciclina.
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1.4 Medio Czapek Dox Broth + sales (Kerry, 1997)

Material para preparar un litro:
33.4 g de medio Czapek Dox en polvo.
0.6 g de EDTA,

0.25 g de MgSQ, 7H:0.

0.05 g de CaCl,.

0.2 g de ZnSQ, 7H:0.

0.005 g de CuSQ, 5H.0.

0.25 g de FeSQ, 7H,0.

0.25 g de NaSO, 7H;0.

0.25 g de Na;MoO, 2H,0.,
Aforar a un litro y esterilizar.
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Apeéndice Il
Técnicas usadas

2.1 Aislamiento de Hongos (Bourne et. al., 1994)

Del suelo:

Mezclar el suelo empleado en las cuatro macetas de cada tratamiento,
homogeneizar y obtener una muestra aleatoria de 1 g. Agregar la muestra a un tubo
de vidrio con rosca y tapa que contenga 9 m! de medio agua -agar al 0.5%; agitar
vigorosamente durante 15 segundos.

Tomar un mililitro de la seolucion y vaciarlo en otro tubo de vidrio conteniendo 9 ml de
medio agua - agar, con lo que se obtendra una dilucién de 102 Repetir el
procedimiento para obtener diluciones de 1073.

Tomar alicuotas de 0.2 ml de la solucién 10, vaciar en cajas de Petri con medio
semiselectivo (Apéndice |, inciso 1.1); homogeneizar con varilla de vidrio y dejar
incubar durante 10 dias a 25° C; pasado este tiempo realizar conteos de unidades
formadoras de colonias.

De las raices de la planta:

Cortar las raices del tratamiento correspondiente en trozos de aprommadamente 10
mm, homogeneizar y tomar una muestra de 1 g.

En un mortero esteril, seco y limpio se triturara la muestra de raices, empleando 9 ml
de medio agua - agar al 0.5%; posteriormente se tomara 1 ml de este macerado y se
vierte en un tubo de vidrio con rosca y tapa para obtener una dilucién de 10,
Repetir el procedimiento para cbtener diluciones de 102y 10,

Se tomaran alicuotas de 0.2 ml de cada solucién para vaciarles en cajas de Petri
con medio semiselectivo (Apéndice 1, inciso 1.1); esparciéndole uniformemente
sobre la superficie del medio usando una varilla de vidrio. Incubar durante 10 dias a
25° C, pasado este tiempo realizar conteos de unidades formadoras de colonias.

2.2 Licuado de raices (Franco-Navarro, 2003)

Se toma una muestra de 1 g de raices de cada tratamiento; se licua y se filtra a
través de los tamices de 100 y 200 mallas, colocando el tamizado en un vaso de
precipitados de 50 ml. Aforar hasta un volumen uniforme (35 ml en la presente
- investigacion), tomar una alicuota de 5 ml y colocarla en una camara de contar
nematodos. Realizar el conteo al microscapio y extrapolar la cantidad calculada para
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9 ml al volumen contenido en el vaso de precipitados (en este caso, multiplicando
por 7).

2.3 Tincién de raices (Hussey, 1987, modificado)

Se cortan las raices correspondientes a cada tratamiento, se lavan y se fragmentan
en pedazos de 10 - 20 mm de longitud. Se toma una muestra aleatoria de 1 gramo,
la cual se coloca en un vaso de precipitados de 100 m!. Aforar con agua de la llave
hasta 50 ml, agregar 1 ml de solucion de fucsina colorante (3.5 m! de fucsina 4cida,
250 mi de acido acético, y 750 ml de agua destilada estéril); calentar en homo de
microondas hasta el punto de ebullicion y dejar enfriar a temperatura ambiente.
Transferir las raices al tamiz de 200 mallas y enjuagar con agua hasta retirar los
residuos del colorante. Una vez enjuagadas se colocaran las raices en el vaso de
precipitados y se agregara glicerina en cantidad suficiente para cubrirlas. Se
almacenaran a temperatura ambiente hasta el momento de observarles al
microscopio.

2.4 Parasitismo en masas de huevos {Franco-Navarro, comunicacién personal
2004)

En cada tratamiento, 30 masas de huevos extraidas de los tejidos afectados fueron
desinfestadas con una solucién de HgCl (0.001%) agregando esta sustancia a una
siracusa que contenia dichas masas, insuflando cuidadosamente por medio de una
pipeta Pasteur con tapon de goma y enjuagando con agua destilada estéril, proceso
que se repitid tres veces; después fueron sembradas y dejadas incubar durante 10
dias a 25° C, pasado ese tiempo se contd el nimero de colonias de Pochonia -
chlamydosporia emergiendo de las masas de huevos.

2.5 Viabilidad del inéculo usado en el bioensayo.

Tomando un gramo de arroz colonizado por cada aistamiento de P. chiamydosporia
se hicieron diluciones de 10,102, 103 y 10+, se tomaron alicuotas de 0.2 m dela
dilucién 102 y se vertieron en cajas de Petri con medio Agua -Agar, dejando incubar
durante 10 dias a 25° C, pasado este tiempo se conté el nimero de clamidosporas
germinadas y se calculo un porcentaje de germinacion para cada aislamiento.
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2.6 Cantidad de inoculo a aplicar por tratamiento en el bioensayo.

Tomando un grama de arroz colonizado con cada cepa se hicieron diluciones de 10-!
y 102, se tom6 una gota de la Gltima dilucion y se colocé en un hematocitémetro
para contar al microscopio el numero de clamidosporas presentes en la gota. Se
calculd con este dato la concentracion de clamidosporas presentes en un gramo del
respectivo producto y se procedio a determinar el monto de producto necesario para
alcanzar la concentracion a emplear en cada tratamiento.

Dosis a emplear = (Concentracion necesaria para el tratamiento)*(1600 g de
suelo)/Concentracion en un gramo de arroz

2.7 Indice de agallamiento.

Se compararon las raices de cada planta, en cada repeticién, con la tabla de indice
de agallamiento de Bridge y Page (Luc et al., 1990), asignando un valor a cada
planta de la repeticion y promediandc éstos para obtener un valor medio por
tratamiento, como se detalla en las siguientes figuras

VALORES PARA LA CARTA DE INDICE DE AGALLAMIENTO

0. Sin agallas en las raices.
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1. Agallas pequefias, escasas, dificiles de encontrar.

2. Solamente agallas pequefias pero claramente visibles. Las ralces
principales limpias.

3. Algunas agallas grandes, visibles. Las raices principales limpias.
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4. Predominan las agallas mas grandes pero las raices principales
permanecen limpias.

9. 50% de las raices infestadas. Agallamientos en partes de las raices
principales. Sistema radical reducido.




7. La mayoria de las raices principales agalladas.

9. Todas las raices severamente agalladas. La planta generalmente se

esta muriendo.

9

10. Todas las raices severamente agalladas. Sistema radical destruido.
Generalmente la planta esta muerta.

g
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2.8 Peso seco de follaje.

El follaje se separd de la raiz, se colocéd en bolsas de carton y se sech en
estufa a 40 grados durante 72 horas, transcurridas las cuales se pesaron las
plantas y se registrd el valor obtenido para calcular un promedio por
tratamiento.

2.9 Peso fresco de raiz.

Se peso la raiz de cada planta al momento de separaria del follaje; se
registré el dato y se calculd un promedio por tratamiento.
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Apéndice lI
Datos originales de las Graficas de Resultados en las Pruebas de
Invernadero.
Tabla 1. Variables de la planta

Tratamiento indice de Peso Frescode | Peso Seco de
Agallamiento Raiz (g} Follaje {g)
(Media)

T1 (Tesligo con nematodo) 5.68 3.1 050
T2 (SC1 dosificacion baja) 5.62 3.86 0.89
T3 (SM4 dosificacién baja) 5.00 388 0.68
T4 (MHCH dosificacion baja) 481 342 059
T5 {SMB3 dosificacion baja) 475 2 032
T6 (SMB3A dosificacion baja) 512 3.35 0.67
T7 (8C1 dosificacion alta) 4.50 3.1 0.62
T8 (SM4 dosificacion alta) 5.3 227 0.34
T9 (MHCH dosificacion alta) 5.06 213 0.31
T10 (SMB3 dosificacitn alta) 5.81 3.80. 0.58
T11 (SMB3A dosificacitn 4,50 3.04 0.51
alta)

T12 (Testigo absoluto) 0.00 273 9.01




Tabla 2. Resuitados para las variables del nematodo

Tratamiento | Masas de huevos | Estadios juveniles (J3y J4} | Hembras maduras

por gramo de raiz por gramo de raiz por gramo de raiz
T 7.00 70.00 14.33
T2 11.66 2567 17.33
T3 6.66 30.33 19.33
T4 6.00 56.00 14.00
T5 3.66 14.00 1366
T6 349 16.33 17.68
T7 766 4200 17.66
T8 2.66 9.33 13.66
T9 3.66 16.33 15.00
T10 7.00 42.00 34.00
T 3.00 2100 16.33

T12 0.00 0.00 0.00
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Tabla 3. Resultados para las variables del hongo e interaccion hongo -

nematodo
Tratamiento | Masas de huevos | UFC por gramo de | UFC por gramo de

parasitadas raiz suelo
T 0 0 0
T2 0 0 5667
T3 0 0 0
T4 0 0 0
TS 0 0 0
T8 0 0 0
T7 0 ¢ 2333
T8 0 0 0
T8 0 Q 0
T10 0 0 0
T 0 0 22333
T12 0 0 0
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