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RESUMEN

El nematodo agallador Meloidogyne incognita est reportado como el
principal nematodo que causa dafos severos en la agricultura alrede-
dor del mundo. Los hongos nematdfagos del género Arthrobotrys spp.
son enemigos naturales de los nematodos, a los que pueden inmovili-
zar y digerir. Con la finalidad de disminuir el uso de nematicidas quimi-
cos, se pretende generar nuevas tecnologias a partir del uso de agen-
tes para el control biolégico de Meloidogyne incognita, como los
hongos nematéfagos del género Arthrobotrys spp. El objetivo del pre-
sente trabajo fue identificar especies del hongo del género Arthro-
botrys, de diferentes regiones agricolas de México, que tenga activi-
dad nematdéfaga contra Meloidogyne incognita. Para obtener hongos y
nematodos, durante 2014 se realizd la presente investigacién a partir
del uso de metodologias propias. Se procesaron 150 muestras de
suelos agricolas de una profundidad de 0 a 15 cm. Mediante técnicas
de microscopia y claves taxonémicas se identificaron y encontraron
cinco diferentes cepas de hongos nematéfagos: Arthrobotrys musifor-
mis (HNO1), Drechslerella yunnanensis (HNO2), Arthrobotrys oligos-
pora (HNO3), Artrobotrys spp. (HNO4), Artrobotrys musiformis (HNOS).
Se realizaron bioensayos de actividad nematdéfaga, bajo condiciones
in vitro, de cada especie identificada del género Arthobotrys contra
Meloidogyne incognita. En una caja Petri de 5 cm de didmetro se de-
positaron hongos juveniles del segundo estadio de Meloidogyne in-
cognita, a los que se les agregaron concentrados celulares 1x10°,
1x10° y 1x107 durante un periodo de 168 h. Se establecié un disefio
completamente al azar, con arreglo factorial de 15 tratamientos con
cinco repeticiones mas un testigo adicional. Los datos obtenidos se
estudiaron mediante un andlisis probit, de los que se evalué el por-
ciento mortalidad con un analisis de varianza entre media de trata-
mientos y TL, . La capacidad nematéfaga de cada hongo fue: HNO1
94%TL,, 106.07h; HNO2 59% TL., 146.53h; HNO3 87% TL, 118.24h;
HNO4 69% TL,; 136.98h; HNOS5 72% TL, 131.88 h.
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ABSTRACT

The root-knot nematode Meloidogyne incognita, is reported as the
main nematode that causes severe damage to agriculture around the
world. Nematophagous fungi such as Arthrobotrys spp are natural
enemies of nematodes, which can immobilize and digest. In order to
reduce the use of chemical nematicides, it aims to generate new tech-
nologies for biological control of Meloidogyne incognita, from the use
of control agents such as fungi of the genus Arthrobotrys spp. The aim
of this study was to identify species of the fungus genus Arthrobotrys
with nematophagous activity against Meloidogyne incognita, in differ-
entagricultural regions of Mexico. This research was conducted during
2014. 150 samples of agricultural soils from a depth of 0-15 cm based
on its own to obtain fungi and nematodes were processed method-
ologies. The fungi were identified using microscopy techniques and
taxonomic keys, finding five different strains of nematophagous
fungi, Arthrobotrys musiformis (HNO1), Drechslerella yunnanensis
(HNO2), Arthrobotrys oligospora (HNO3), Artrobotrys spp., (HNO4), Ar-
trobotrys musiformis. (HNO5). Nematophagous bioassays activity of
each identified species of the genus Arthobotrys against Meloidogyne
incognita under in vitro conditions were performed. These were con-
ducted in Petri dish 5 cm diameter, containing second stage juveniles
of Meloidogyne incognita, adding concentrated cell 1x105, 1x106
and 1x107 for a period of 168h. A completely random design was es-
tablished factorial arrangement with 15 treatments with 5 more reps
an additional witness, the data obtained were analyzed by R. The per-
cent mortality was evaluated by performing an analysis of variance
between treatments and TL50 average by probit analysis. The nema-
tophagous capacity was 94% HNO1 TL50 106.07h; 146.53h TL50 59%
HNO2; 118.24h TL50 87% HNO3; 136.98h TL50 69% HNO4; 131.88h
TL50 72% HNOS.
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INTRODUCCION

os nematodos conforman uno de los grupos

de animales mas diversos en el planeta. Se han

descrito alrededor de 28,000 especies, de las
cuales 16,000 son parasitas (Hugot et al., 2001). Los
nematodos fitopatégenos, que son el mayor grupo, se
alimentan y reproducen en plantas y tienen la capaci-
dad de migrar desde la rizdsfera hasta la parte aérea;
pueden ocasionar dafios que van desde lesiones in-
significantes hasta la destruccién total de las plantas.
Los nematodos fitopatdgenos representan uno de los
mayores estreses bioticos en el mundo, ya que causan
pérdidas economicas a los cultivos de mas de 100 bi-
llones de doélares anualmente (Chitwood, 2003). La
mayoria de las pérdidas de cosecha que ocasionan
los nematodos fitopatdgenos las infligen solamente
especies pertenecientes a dos grupos de nematodos:
noduladores Meloidogyne spp. y quisticos Heterodera
y Globodera spp. (Molinari, 2011). El alto impacto de
estos nematodos sobre la agricultura en el mundo, es
el resultado de su amplia distribucién y habilidad de
atacar a todo tipo de planta cultivada (Sasser, 1980).
Para su control, se han reportado diversos métodos:
el uso de cultivos de cobertura, abonos, enmiendas
del suelo, cultivares resistentes, tratamiento de agua
caliente, rotacion de cultivos y tratamiento de barbe-
cho (Barker y Koenning, 1998).

Los nematicidas quimicos se han utilizado am-
pliamente para controlar los nematodos fitopatdge-
nos, pero estos compuestos estan a menudo asocia-
dos con efectos ambientales perjudiciales, lo que ha
provocado se reduzca sustancialmente su uso en los
ultimos afios. Por ejemplo, bromuro de metilo, uno
de los fumigantes quimicos mas importantes que se
utilizan para controlar los nematodos y otras plagas,
afecta a una amplia gama de organismos, incluidos
los benéficos, ademas de contribuir al agotamiento de
la capa de ozono de la Tierra (Carpenter et al., 2001).

En las ultimas décadas, la preocupacion por los
riesgos ambientales que provoca el uso de nematici-
das quimicos, han llevado al desarrollo de agentes de
control biolégico como un componente de protec-
cion de los cultivos. El control biolégico estd defini-
do como la supresion de la densidad de una pobla-
cién o el impacto de un organismo plaga especifico
mediante el uso de organismos vivos (Eilenberg et
al., 2001). Los agentes de control biolégicos pueden
regular las poblaciones de nematodos fitopatdgenos;
se han reportado numerosos organismos que tienen
actividad antagénica contra nematodos fitopatoge-
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nos entre los que se incluyen: hongos, bacterias, vi-
rus y algunos invertebrados (Tian et al., 2007).

En los dltimos afios se ha puesto mayor interés en
el uso de los hongos nematéfagos, los cuales tienen la
capacidad de capturar, parasitar o paralizar nemato-
dos durante todo su ciclo de vida. Estos hongos juegan
un rol importante como antagonistas de nematodos,
lo que ha provocado que exista un gran interés en su
uso como agentes de control bioldgico (Nordbring-
Hertz et al., 2006). Se han descrito mas de 700 espe-
cies de hongos nematéfagos (Zhang et al., 2011), que
de acuerdo con su modo de infeccion, se clasifican en
cuatro grupos: 1) hongos atrapadores, los cuales cap-
turan a nematodos de vida libre mediante estructuras
especializadas, 2) hongos endoparasitos, que infectan
a los nematodos al utilizar sus esporas adhesivas, 3)
hongos productores de toxinas, las cuales secretan
para inmovilizar a los nematodos, y 4) hongos para-
sitos de huevos y quistes, que infectan estos estadios
mediante puntas hifales (Li et al., 2000).

Los hongos nemato6fagos aparecen en la ma-
yoria de las taxas: Ascomicetos, Basidiomicetos,
Zygomycetos, Chytridiomicetos y Oomycetos (Gams
y Zare, 2003). El presente trabajo se enfoco al géne-
ro de hongo nematdfago Arthrobotrys spp., que esta
clasificado como un hongo atrapador de nematodos.
Su actividad depredadora fue descubierta por Zopf
(1888), al detectar que es capaz de crear redes o tram-
pas que atraen a los nematodos para inmovilizarlos.

El objetivo de esta investigacion fue aislar, iden-
tificar cepas de hongos nematofagos del género Ar-
throbotrys spp. en suelos agricolas, asi como probar
su efectividad bioldgica contra el nematodo agalla-
dor Meloidogyne incognita, bajo condiciones in vitro.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizo dentro del laborato-
rio de nematologia del Departamento de Parasitologia
de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.

Seleccion de muestras de suelo

Las muestras de suelo fueron proporcionadas por
el laboratorio de nematologia de la empresa Green
Corp Biorganiks de México S.A. de C.V,, el cual tie-
ne una entrada de muestras para ser analizadas para
diagnoéstico nematoldgico. Se seleccionaron 150
muestras de una profundidad de 0-15 cm, con base
en los siguientes criterios: region geografica, tipo de
suelo y cultivo establecido.
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Aislamiento e identificacion de cepas

de hongos nematéfagos

Cada muestra seleccionada se proces6 independien-
temente. Los aislamientos de los hongos nematofa-
gos se llevaron a cabo de acuerdo con la técnica de
espolvoreado en placa, descrita por Ghahfarokhi,
2004, a los que se les agreg6 1 gr de suelo, previa-
mente homogenizado directamente en las placas Pe-
tri con agar agua. Después de tres dias de incubacion
a 25° C, se colocaron de 500-1000 J, del nematodo
Meloidogyne incognita. Las placas Petri se monito-
rearon cada 24 h para observar estructuras tipicas
de los hongos bajo microscopio estereoscdpico. Los
hongos que presentaron estructuras caracteristicas
se transfirieron a placas Petri con ppa (Agar Papa
Dextrosa) mediante la técnica de punta de hifa
(Gams, 1998) con el fin de obtener cultivos puros.
La identificacién de hongos nematofagos se basé en
la observacion morfolégica bajo microscopia utili-
zando como referencia las claves de identificacion
taxonomica de Zhang, 2014 y las estructuras como
trampas y anillos, medidas de conidiéforo y coni-
dios caracteristicas del orden Orbilia.

Estudios de efectividad bioldgica

contra Meloidogyne incognita

Para este estudio, se incrementaron las cepas aisladas
con el método de medio de cultivo sélido en placas
Petri con PDA, y se incubaron a 25° C durante un pe-
riodo de 96 h; posteriormente se llevo a cabo un barri-
do de esporas con la ayuda de una varilla de vidrio y
una suspension de agua+tween 20 al 0.1%, hasta obte-

ner una suspension conidial, a la que se le realiz6 un
conteo de conidios bajo microscopio con una camara
de Neubauer, para asi tomar la concentraciéon maxi-
ma, media y baja, que se utilizd en el bioensayo de
efectividad biologica: los de actividad nematdfaga
de cada especie identificada del Género Arthobotrys
spp., contra los de Meloidogyne incognita bajo condi-
ciones in vitro. Estos se llevaron a cabo en caja Petri
de didmetro de 5 cm que contenia +/- 100 juveniles
del segundo estadio de Meloidogyne incognita, a los
que se les agregaron concentrados celulares 1x10°,
1x10° y 1x10” U.EC/ml (Unidades Formadoras de
Colonias), durante un periodo de 168 h. Se establecio
un disefio completamente al azar, con arreglo facto-
rial de 15 tratamientos con cinco repeticiones mds un
testigo adicional. Los datos que se obtuvieron se ana-
lizaron mediante el Software estadistico R versién
3.2. Se evalud el porciento mortalidad con un analisis
de varianza entre media de tratamiento, con un nivel
de confianza del 95% y tiempo letal medio (TL,),
mediante un analisis de regresion probit.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cepas identificadas

De un total de 150 muestras analizadas se lograron ais-
lar e identificar, de acuerdo con las claves taxonémicas
de Zhang, 2014, cinco cepas de hongos nematdfagos,
de las cuales destacaron los géneros Arhtrobotrys spp.
y Drechslerella spp. Las caracteristicas morfoldgicas y
morfométricas se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Especies de hongos
nematéfagos identificados.

Clave Género . Tipo de Rango de Rango de medida .

. Especie medida de L Origen Hospedero
designada  hongo trampa ‘s de conidio

conidiéforo

HNO1 Arthrobotrys  musiformis Red  104-640pm 20-47.5pmx 7-12.5pm Chiapas Banano
HNO2 Drechslerella  yunnanensis  Anillo  60-100um 7.8-12.9x3.3-4.2 ym, Guanajuato Chile
HNO3 Arthrobotrys oligospora Red  110-440 pm 17-35x8.5-16pm.  Michoacdn Zarzamora
HNO4 Arthrobotrys  spp. Red Coahuila Pino
HNO5S Arthrobotrys  musiformis Red 104-640 um 20-47.5pmx 7-12.5pym Chiapas Banano
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Mitsui (1985) menciona que la mayoria de los
hongos nematdfagos se encuentran en la primera
capa del suelo de 10-30 c¢m, lo cual coincide con la
profundidad de las muestras utilizadas para el aisla-
miento de las cepas de hongos. Persmark y Jansson
(1997) investigaron la rizésfera de cultivos de cebada,
habas y mostaza, y encontraron mds densidad de
hongos en muestras donde estaban los cultivos esta-
blecidos. Ademds encontraron que las especies mas
comunes de hongos nematéfagos fueron Arthrobo-
trys oligospora. Sin embargo, Arthrobotrys musifor-
mis, A.robusta'y Dactylella lobata también son signi-
ficativamente mas abundantes que otras especies
(Jaffee y Strong, 2005).

Bioensayos de efectividad bioldgica laboratorio

Todas las cepas aisladas de hongos nematéfagos tu-
vieron un efecto nematicida contra los ], de Meloi-
dogyne incognita. Los tratamientos que mostraron
mayor porcentaje de mortalidad fueron los de mayor
concentraciéon (1x10” U.EC/ml); ademads se observd
que la mortalidad maxima se alcanzé en el tiempo
maximo de evaluacién de 196 h. En el Cuadro 2 se
presentan los tratamientos de mayor relevancia. Los
tratamientos que demostraron los mayores porcen-

tajes de mortalidad fueron: la cepa HNO1 (Arthro-
botrys musiformis), con 96% A y un TL medio de
106.07 h; la HNO3 (Arthrobotrys oligospora), con un
porcentaje de 87% de mortalidad y un TL_ de 118.24
h; Ia HNO5 (Arthrobotrys musiformis) con 72% y un
TL,, de 131.88; la HNO04 (Arthrobotrys spp.) v, fi-
nalmente, la HNO, (Drechslerella yunnanensis) con
59% y un TL_ de 146.56. En la Figura 1 se presenta
la grafica del comportamiento de las cepas a través
del tiempo.

Se encontro una variabilidad entre el control que
ejercieron las cepas entre los diferentes aislados. Esta
variabilidad puede deberse a las diferentes caracte-
risticas de adaptabilidad de cada una a las diferen-
tes variables: los factores edaficos, la temperatura y
la region geografica de la cual se aislaron las cepas.
Los porcentajes de mortalidad concuerdan con los
reportados por Gutiérrez (2013), los cuales muestran
que se redujo la poblacion del nematodo Haemon-
chus contortus con cepas de A.musiformis en 97% y
A. oligospora en 90.3%. Park (2002) probd la efectivi-
dad de 19 cepas del género Arthrobotrys spp. contra
Caenorhabditis elegans, ya que en todos los casos se
redujo su poblacién por arriba de 90%. Davila (2005)
demostr6 que los tratamientos de mayor concentra-

Tasa de mortalidad promedio

100 -
90 HNO1
80 - HNO?2
HNO3
70 1 HNO4
60 - HNO5S
©
(3]
=)
‘s 50
g
40 -
30 -
20 -
10 -
0 A T 1 I I I I I I I 1
24 38 53 67 82 96 110 125 139 154 168
Tiempo (hr)

Figura 1. Comportamiento de las cepas a través del tiempo.
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cién de U.E.C de Arthrobotrys spp. ejercieron mayor
control sobre Meloidogyne javanica.

Cuadro 2. Porcentaje de mortalidad de cepas
de nematdfagos sobre M. incognita.

HN % Mortalidad TL50 (h)
HNO1 94A 106.07
HNO2 59E 146.53
HNO3 87 B 118.24
HNO4 69D 136.98
HNOS 72¢C 131.88

Se lograron aislar e identificar morfol6gicamen-
te cinco cepas que mostraron actividad nematicida
contra los juvenuniles ], de Meloidogyne incognita.
Con base en los resultados obtenidos del bioensa-
yo realizado, la concentracion de U.EC de las cepas
de Arhtrobotrys spp., es muy significativo, ya que en
todos los casos fueron los mejores tratamientos. La
cepa HNO1 fue la que causé mayor indice de morta-
lidad sobre M. incgonita.
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