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RESUMEN

Cortez-Hernandez, M. A., R. I. Rojas-Martinez, J. Pérez-Moreno, V. Ayala-Escobar, M. Silva-Valenzuela,
y E. Zavaleta-Mejia. 2019. Control biologico de Nacobbus aberrans mediante hongos antagonistas.
Nematropica 49:140-151.

Nacobbus aberrans (Thorne) Thorne y Allen, es considerado como uno de los 10 principales
fitonematodos de mayor importancia a nivel mundial. Su control se realiza mediante la aplicacion de
nematicidas fumigantes y no fumigantes que son costosos y dafian al ambiente; entre las alternativas de
manejo amigables con el ambiente esta el control biolodgico. En la presente investigacion se evalud el
potencial de 22 hongos aislados de huevos de Meloidogyne sp. como agentes de control biologico de .
aberrans., Se probd in vitro el parasitismo sobre huevos y juveniles de segundo estadio (J2). Los
aislamientos que se destacaron fueron: Fusarium solani (Fs03), F. oxysporum (Fo07 y Fol0) y Penicillium
Jjanthinellum (Pel1) que causaron 86y 90%, 84 y 86%, 89y 91%, y 75 y 78% de parasitismo en huevos y
J2 de N. aberrans, respectivamente. Cuando se probo la patogenicidad de estos aislamientos en pimiento
(Capsicum annuum) cv. Yolo Wonder, solamente Fs03 y Pell no fueron patogénicos. En tres ensayos
realizados con estos dos aislamientos en plantas de pimiento desarrolladas en suelo infestado con el
nematodo, se encontrd que P. janthinellum (Pel1) redujo de manera significativa (P < 0.05) el agallamiento
radical ( 9-49%) y el niimero de J2/g de raiz (35-56%) en comparacion con las plantas expuestas solo al
nematodo; y con F. solani (Fs03), tnicamente en dos de los tres ensayos realizados existi6é una reduccion
significativa del 12-26% y de 16-41% en el agallamiento radical y el nimero de J2 en raiz, respectivamente.
En general no se observo un efecto consistente de promocion de crecimiento de las plantas (peso seco de la
raiz y del follaje) cuando se inocularon sélo con los hongos o con la combinacién hongo-nematodo. Los
mejores resultados se obtuvieron con P. janthinellum (Pell), cuyo potencial como agente de control
biolodgico, tendra que demostrarse en ensayos en campos e invernaderos infestados con N. aberrans.

Palabras clave: Control biologico, hongos nematdfagos, nematodo falso agallador

ABSTRACT
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and E. Zavaleta-Mejia. 2019. Biological control of Nacobbus aberrans by antagonistic fungi. Nematropica
49:140-151.
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Nacobbus aberrans (Thorne) Thorne and Allen, is considered one of the 10 most important plant-
parasitic nematodes around the world. Control is achieved through the application of fumigant and non-
fumigant nematicides, which are expensive and noxious to the environment. An environmentally friendly
alternative to nematicides is biological control. In the present study, 22 fungi isolated from Meloidogyne
sp., eggs were evaluated as biological control agents of N. aberrans. Its parasitism on eggs and second-
stage juveniles (J2) was tested on in vitro assays. Best results were obtained with the isolates identified as
Fusarium solani (Fs03), F. oxysporum (FoO7 and Fol0), and Penicillium janthinellum (Pell), which
caused 86 and 90%, 84 and 86%, 89 and 91%, and 75 and 78% parasitism on eggs and J2 of N. aberrans,
respectively. When the pathogenicity of these isolates was tested on pepper (Capsicum annuum) cv. Yolo
Wonder, only Fs03 and Pel1 were not pathogenic. In three assays where these two isolates were inoculated
on pepper plants grown in nematode-infested soil, P. janthinellum (Pell) caused a significant (P < 0.05)
reduction in the root gall index (9-49%) and the number of J2/g of root (35-56%), as compared to the plants
exposed only to the nematode. In assays with F. solani (Fs03), in two out of three assays, Fs03 significantly
reduced the gall index (12-26%) and the number of J2/g of root (16-41%). In general, there was not a
consistent plant growth promotion effect (dry weight of root and shoot) when plant was inoculated only
with the fungi or with the combination fungi-nematode. The best results were obtained with P. janthinellum
(Pel1) whose potential as a biological control agent has to be demonstrated in assays conducted in fields

and greenhouses infested with N. aberrans.
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INTRODUCCION

Entre los patdégenos que afectan la producciéon
de cultivos, se encuentran los nematodos
fitoparasitos (Briar et al., 2016). Nacobbus
aberrans (Thorne) Thorne y Allen, es considerado
como uno de los 10 principales nematodos
fitoparasitos de mayor importancia a nivel mundial
(Jones et al., 2013; SIAP, 2017). Las pérdidas
econdémicas que ocasiona en los cultivos que
parasita oscilan entre 30 y 80%, principalmente en
tomate  (Solanum  lycopersicum L.), chile
(Capsicum annum L.) y frijol (Phaseolus vulgaris
L.), entre otros (Manzanilla-Lopez et al., 2002;
Cabrera-Hidalgo et al., 2014). Los juveniles de V.
aberrans tienen habitos endoparasitos migratorios,
mientras que las hembras adultas son endoparéasitas
sedentarias e inducen agallas en el sistema radical.
El control de este nematodo es dificil debido a que
la mayor parte de su ciclo de vida la pasa dentro en
las raices de su hospedante, donde se encuentra
protegido del efecto toxico de productos quimicos
y antagonistas microbianos externos (Olivares-
Bernabeu et al., 2002).

Como en el caso de otros nematodos
agalladores como Meloidogyne spp., actualmente
el control de N. aberrans se basa principalmente en
el uso de nematicidas quimicos fumigantes y no
fumigantes, de alto costo econdmico y ambiental.

Una alternativa que puede mitigar los efectos
nocivos causados por los fitonematodos y
fitoparasitos en general, es el uso de agentes de
control biolégico (Huang et al., 2015). Existe una
amplia diversidad de microorganismos que en la
naturaleza funcionan como antagonistas de
nematodos, entre los que destacan los hongos y las
bacterias. Los antagonistas de nematodos han
desarrollado diversos mecanismos fisicos y
bioquimicos para afectarlos (Stirling, 2014). Los
hongos antagonistas tienen gran potencial debido a
que son habitantes comunes del suelo, presentan
una gran diversidad, son abundantes, capaces de
sobrevivir como saprofitos, pueden ser facilmente
cultivados in vitro y ser producidos masivamente
para el manejo de nematodos en campo (Olivares-
Bernabeu ef al., 2002).

Los hongos nematdfagos tienen gran
capacidad para disminuir las poblaciones de
nematodos dado que comparten el mismo nicho
ecologico (Yang et al., 2007). Este tipo de hongos
son capaces de atacar, matar y digerir nematodos
(Verdejo-Lucas ef al., 2002). Algunos de ellos son
saprofitos facultativos, pueden atacar a otros
hongos, colonizar las raices de plantas o vivir como
endofitos. Con base en el mecanismo de
interaccion con el nematodo se clasifican en:
endoparasitos, parasitos oportunistas y
depredadores o formadores de trampas (Sikora et
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al.,2008; Stirling, 2014). Los hongos oportunistas

son parasitos de huevos, sus hifas penetran la
cubierta del huevo, inducen cambios en la
permeabilidad de la cubierta y colonizan el interior;
la hifa crece en la capa adyacente de quitina y
lipido, y termina por colonizar el interior del huevo
donde el nematodo se esta desarrollando (Tunlid et
al., 1992; Olivares-Bernabeu et al., 2002).

Se han descrito mas de 700 especies de
hongos controladores de nematodos pertenecientes
a diferentes ordenes y familias como Ascomycetes
(Orbiliaceae 'y  Claviceae), Basidiomycetes
(Pleurotaceae), Chytridiomycetes, Oomycetes y
Zygomycetes (Zoopagales) (Stirling, 2014). Las
especies de hongos que con mas frecuencia se
reportan como eficaces agentes de control
biologico de huevos de nematodos han sido
Paecilomyces lilacinus [actualmente conocido
como Purpureocillium lilacinus] (Dossantos et al.,
1992; Freitas et al., 1995; Lara et al., 1996;
Naranjo, 2008); Arthrobotrys spp. (Al-Hazmi et
al., 1982; Dossantos et al., 1992; Alfaro-Gutiérrez
et al., 2011); Trichoderma spp., particularmente 7.
longibrachiatum y T. harzianum (Morton et al.,
2004); Dactylella ovoparasitica; 'y Pochonia
chlamydosporia (Hallman et al., 2009).

En los paises donde N. aberrans causa
pérdidas importantes en la produccion de diversos
cultivos, son contadas las investigaciones que se
han realizado con hongos parésitos de huevos y
juveniles de este nematodo; en esas investigaciones
el antagonista mas utilizado ha sido Pochonia
chlamydosporia (Hidalgo-Diaz et al., 2017).
Asimismo, se reporta al hongo micorricico Glomus
intraradices 'y a la bacteria Pseudomonas
protegens como potenciales agentes de control
biolégico de N. aberrans (Lax et al., 2011; Lax et
al., 2013). Considerando que es importante ampliar
la diversidad de antagonistas que pudieran actuar
como agentes de control bioldgico del nematodo
falso agallador, la presente investigacion tuvo por
objetivo evaluar el potencial de hongos aislados de
huevos de Meloidogyne sp. en el control de M.
aberrans.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento e identificacion de hongos pardsitos
Se extrajeron masas de huevos en raices de

plantas de tomate infectadas con Meloidogyne sp.,
provenientes de invernaderos y campos del Valle

del Fuerte, Sinaloa (México). Las masas de huevos
se lavaron con hipoclorito de sodio (NaClO) al 5%
durante 2 min y se enjuagaron dos veces con agua
destilada estéril para quitar el exceso de NaClO.
Los huevos extraidos se depositaron en un tubo
Eppendorf con 1.5 ml de agua estéril, de esta
suspension se tomaron alicuotas de 250 ul, se
distribuyeron en cajas Petri con Agua-Agar e
incubaron por 24 hr a 26°C. Los huevos que
mostraron crecimiento micelial se transfirieron
individualmente a cajas Petri con Papa-Dextrosa-
Agar (PDA) con cloranfenicol al 0.1% (p/v).
Posteriormente, de estas cajas se tomaron puntas de
hifas que se sembraron en PDA sin antibidtico
(Olivares-Bernabeu et al., 2002; Sun et al., 2006;
Giné et al., 2013; Giné et al., 2016). Se realizaron
montajes semipermanentes para la observacion y
medicion de estructuras (micelio, conidios y
conidiéforos) y con ayuda de las claves
taxonomicas de Barnett y Hunter (1972) y Leslie y
Summerel (2006) se llevo a cabo la identificacion.
Para los hongos que mostraron mayor capacidad
parasitica en los ensayos in vitro, también se llevo
a cabo la identificacion molecular mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa usando los

iniciadores universales ITS1F (5'-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA -3') ¢ ITS4R
(5'TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). Las

secuencias obtenidasse analizaron con el software
BioEdit y mediante la herramienta Blast del
National Center Biotechnology Information
(NCBI) se determin6 su identidad comparando con
secuencias reportadas.

Seleccion de hongos con potencial parasitico sobre
huevos y juveniles (J2) de N. aberrans

De la colonia de cada hongo se tomod un
fragmento de alrededor de 1 cm?, se depositd en un
tubo Eppendorf con 1 ml de agua estéril. Se agito
en el vortex durante 60 sec y se prepard una
suspension conteniendo 1x10° conidios/ml.

Los huevos y juveniles (J2) se obtuvieron de
raices de plantas de chile y tomate cultivadas en
contenedores infestados con N. aberrans. Las
raices se lavaron con agua corriente y se cortaron;
las masas de huevos se extrajeron manualmente y
se depositaron en un tubo con 1 ml de agua con
cloranfenicol al 0.01% (Villar-Luna et al., 2009).
Para disgregar los huevos de las masas se agregoé 1
ml de NaClO al 0.53% a la suspension de masas y
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se agitd durante 5 min. Posteriormente, se
centrifugd por 2 min a 12,000 rpm, se desecho el
sobrenadante y nuevamente se agreg6 1 ml de agua
estéril. El paso se repiti6 hasta eliminar las trazas
de NaClO. Para obtener los J2, los huevos se
pusieron sobre papel de filtro sostenido por una
malla colocada en una caja Petri conteniendo agua
estéril y se incubaron a 25 +1°C por 48 hr. Los
juveniles obtenidos se concentraron en una
suspension cuyo volumen se ajusto para obtener el
nimero de J2 por ml necesario para realizar los
ensayos (Villar-Luna ez al., 2009).

En la cavidad de un portaobjeto excavado se
colocaron 30 pul de agua destilada estéril
conteniendo 25 huevos y a continuacion se
adicionaron 25 pl de una suspension de 1x10°
conidios/ml del hongo. Los portaobjetos se
mantuvieron dentro de una camara humeda a 27
+1°C durante 6 dias, al cabo de los cuales se
registro el porcentaje de huevos parasitados en
cada una de las réplicas (n=4). Se probaron 22
aislamientos de hongos y la prueba se repitio una
vez mas. Se seleccionaron los hongos que
mostraron un parasitismo mayor a 80% y se realizo
un ensayo con huevos y otro con J2 siguiendo la
metodologia anterior, excepto que en estos ensayos
se tuvieron 10 repeticiones por tratamiento y cada
ensayo se repitié una vez mas.

Pruebas con pimiento

Con los aislamientos mas eficientes se
realizaron evaluaciones de patogenicidad sobre
pimiento. Las semillas del cv. Yolo Wonder se
germinaron en charolas germinadoras con 20 g de
vermiculita (AGROIlita®) y Peat Moss (marca FLX.
PROMIX®) mezclados en proporcion 1:1. Las
plantulas con dos hojas verdaderas se trasplantaron
en macetas conteniendo 100 g suelo estéril (una
plantula por maceta) y se mantuvieron en camara
de crecimiento a 27+1°C, con un fotoperiodo 12 hr
luz/obscuridad. El riego se realizd cada tercer dia
con agua estéril y semanalmente se fertilizd con
solucion nutritiva (1 g de Nitrofoska®/litro de
agua). Se realizaron tres inoculaciones con 3 ml de
una suspension de 1 x 10° conidios/ml por planta;
la primera, una semana antes del trasplante, la
segunda un dia previo al trasplante y la tercera a los
15 dias después del trasplante. Cada tratamiento y
el testigo constaron de 15 plantas. Durante 30 dias
se hicieron observaciones para registrar la
presencia de algun sintoma aéreo y al cabo de este

tiempo se evalud el porcentaje de plantas muertas.
El ensayo se repitié una vez mas.

Con los hongos que no resultaron ser
patdgenos para pimiento, se realizaron tres ensayos
para evaluar su potencial como organismos de
control bioldgico de N. aberrans; en el primero se
utilizo suelo infestado de contenedores en los que
se mantiene el indculo de N. aberrans y en los otros
dos se mezclo suelo infestado y arena estéril en una
proporcion 1:1. No se determind el nivel de
poblacion inicial del nematodo en el suelo
infestado. Las plantas de pimiento se obtuvieron
como se describio arriba, se trasplantaron en
macetas conteniendo 250 g de cada sustrato. Se
utilizaron los aislamientos de hongos que no
mostraron patogenicidad en pimiento y la
inoculacion se realizdo de la manera descrita con
anterioridad. En cada ensayo se establecieron seis
tratamientos: un testigo con suelo estéril, dos
tratamientos so6lo con el hongo correspondiente,
uno s6lo con nematodo y dos con la combinaciéon
del nematodo con cada hongo. Cada tratamiento
consto6 de 10 macetas con dos plantas y se
mantuvieron bajo las condiciones mencionadas con
anterioridad. A las 6 semanas después del
trasplante se registro: indice de agallamiento
radical de acuerdo a la escala propuesta por
Daulton y Nusbaum (1961); numero de J2/g de
raiz (Cristobal ef al., 2006); la necrosis radical con
una escala arbitraria de 1 a 4 (donde 1 =0-10% de
raices necrosadas, 2 = 11-25% de raices
necrosadas, 3 =26-50% de raices necrosadas y 4 =
mas del 50% de raices necrosadas); peso seco de la
parte aérea y de la raiz.

Analisis estadistico

Previo a los analisis, se verifico que las
variables cumplieran con los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianza. Cuando
el analisis de varianza indicé diferencias
significativas entre tratamientos, se procedido a
realizar la comparacion de medias con la prueba
Tukey (o= 0.05). Se utiliz6 el programa estadistico
R version 3.5.1. (R Core Team, 2015).

Microscopia electronica de barrido (MEB) de
huevos parasitados

Alrededor de 1000 huevos de N. aberrans
contenidos en 1 ml de agua estéril se inocularon
con 1000 pl de una suspension de 1x10°
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conidios/ml del hongo; 4 dias después se fijaron
con glutaraldehido a 2.5% por 24 hr. Después de
deshidratarlos se secaron mediante punto critico de
CO? (SONDRI -780A simple critical point dryer),
enseguida se cubrieron con una pelicula de
oro/paladio (80/20) por 90 s (Fine Coat, ion sputter
JFC 1100) y se observaron al microscopio
electronico de barrido marca JEOL, modelo JSM-
6390. Se tomaron fotografias digitales con el
programa MEB: SEM Control User Interface,
version 8.3.

RESULTADOS

Aislamiento y seleccion de hongos parasitos

De las raices procesadas se obtuvieron 16
aislamientos de Fusarium spp., tres de Gliocladium
spp., dos de Penicillium spp. y uno de Trichoderma
sp. La identificaciéon molecular solamente se hizo
para los tres aislamientos que destacaron en las
pruebas in vitro y la comparacion de sus secuencias
con la base de datos del NCBI-BLAST permitio
confirmar la identidad de F. oxysporum (FolO:
nimero de acceso MK571196 y Fo07: ntimero de
acceso Mk571185), F. solani (Fs03: niimero de
acceso Mk571197) y Penicillium janthinellum
(Pell: nimero de acceso MK560082).

De los hongos probados se destaco
Gliocladium sp. (GL14) con 100% de parasitismo
sobre huevos de N. aberrams, seguido de P.
janthinellum (Pell) y Gliocladium sp. (GL13 y
GL16) con el 97%. Por otra parte, F. oxysporum
(Fo10) y Penicillium sp. (Pel5) parasitaron el 93%
de los huevos mientras que en el caso de F. solani
(Fs03) y F. oxysporum (Fs07) fue del 83% y 81%,
respectivamente.

En las siguientes pruebas realizadas ya no se
utilizd el aislamiento Gl14 debido a que se
contamind y ya no pudo ser recuperado. En los
ensayos con los hongos seleccionados, el mayor
porcentaje de huevos parasitados se obtuvo con los
aislamientos FolO (89%) y Fs03 (86%), Fo07
(84%) y Pell (75%), en comparacion con los
tratamientos Pel5 (51%), GL16 (49%) y GL13
(46%). En el parasitismo de J2 destacaron los
tratamientos FolO (91%) y Fs03 (90%), Fo07
(86%) y Pell (78%) y Pel5S (53%) (Fig. 1).
Considerando estos resultados, los aislamientos
Fo10, Fs03, Fo07y Pell fueron seleccionados para
realizar las pruebas de patogenicidad en pimiento.
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Figura 1. Porcentaje de parasitismo de siete
aislamientos de hongos sobre huevos y J2 de
Nacobbus aberrans: T: testigo sin hongo; Fo:
Fusarium oxysporum; Fs: Fusarium solani; Pe:
Penicillium sp.; y GL: Gliocladium sp. Cada barra
representa el promedio de 20 repeticiones
correspondientes a los dos ensayos realizados. Para
cada estadio barras con la misma letra no difieren
significativamente (Tukey, P < 0.05).

Pruebas en pimiento

De los cuatro aislamientos inoculadas en
pimiento, los dos de F. oxysporum (FoO7 y Fol0)
se comportaron como fitopatdgenos provocando la
muerte del 100% de las plantas, mientras que Fs03
y Pell no causaron sintomas, razoén por la cual
fueron seleccionados para los ensayos con M.
aberrans.

Solamente con P. janthinellum Pel1 se redujo
de manera significativa en los tres ensayos el
agallamiento radical (de 9 a 49%) y el nimero de
J2 (de 35 a 56%) de N. aberrans en comparacion
con las plantas expuestas solo al nematodo (N).
Con F. solani Fs03 en dos de los ensayos las
reducciones fueron de 12 a 26% y de 16 a 41% en
el agallamiento radical y el nimero de J2,
respectivamente. De igual manera en el
necrosamiento radical, solo en el primer ensayo se
encontr6 una reducciéon de 34 a 55% en los
tratamientos con N. aberrans en combinacion con
Fs03 y Pell, respectivamente. En general no se
observo un efecto consistente de promocion de
crecimiento de las plantas (peso seco de la raiz y
del follaje) cuando se inocularon solo con los
hongos o con la combinaciéon hongo-nematodo
(Cuadro 1).

Microscopia electronica de barrido (MEB) de
huevos parasitados
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Cuadro 1. Efecto de la inoculacion con Fusarium solani (Fs03) y Penicillium janthinellum (Pel1) en plantas
de pimiento cv. Yolo Wonder desarrolladas en suelo infestado con Nacobbus aberrans.

[A1 NR! PSF (g)° PSR (g)' J2/g R"
Primer Ensayo
T 0.00£0c" 1.00+0b 0.76+0.19a 0.30+0.1a 0+0d
Fs03* 0.00+0c 1.00+0b 0.70+0.05a 0.28+0.03a 0+0d
PellY 0.00+0c 1.00+0b 0.754+0.08a 0.31+0.07a 0+0d
N* 86.25+1.62a 2.35+1.0a 0.29+0.02b 0.254+0.04a 865+99a
N+Fs03 85.50+0.89a 1.554+0.8b 0.28+0.07b 0.274+0.06a 727+88b
N+Pell 78.50+4.67b 1.054+0.15b 0.29+0.04b 0.234+0.04a 376+49¢
Segundo Ensayo
T 0.00+0d 1.00+0a 0.50+0.11a 0.30+0.04a 0+0d
Fs03 0.00+0d 1.00+0a 0.43+0.06a 0.25+0.06abc 0+0d
Pell 0.00+0d 1.00+0a 0.46+0.06a 0.26+0.03ab 0+0d
N 71.18+3.99a 1.504+0.70a 0.20+0.03b 0.19+0.05¢ 1745+126a
N+Fs03 62.44+6.42b 1.05+0.16a 0.23+0.04b 0.20+0.04bc 1020+34b
N+Pell 36.3£7.35¢ 1.4+0.65a 0.26+0.05b 0.21+0.05bc 802+10c
Tercer Ensayo
T 0.00+0c 1.00+0b 0.274+0.04b 0.07+0.02a 0+0c
Fs03 0.00+0c 1.00+0b 0.40+0.04a 0.12+0.03a 0+0c
Pell 0.00+0c 1.00+0b 0.36+0.06a 0.10+0.03a 0+0c
N 94.00+7.10a 1.30+0.70a 0.11+0.02¢ 0.09+0.30a 1604+171a
N+Fs03 69.50+6.00b 1.20+0.16ab 0.11+0.02¢ 0.10+0.11a 1491+116a
N+Pell 68.75+5.37b 1.1540.65ab 0.134+0.03¢ 0.10+0.02a 1043+167b

9[A: indice de agallamiento (Daulton y Nusbaum, 1961)

"NR: necrosis radical
SPSF: peso seco del follaje
'PSR: peso seco de la raiz
"R: namero de J2/g de raiz

VT: testigo sin nematodo ni hongo

“cifras en cada columna seguida por la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
*Fs: inoculacion con F. solani
YPe: inoculacién con P. janthinellum. Medias representan el promedio de 10 repeticiones

“N: suelo infestado con N. aberrans

Las micrografias obtenidas  mediante
microscopia electronica evidenciaron la relacion
parasitica de los hongos F. solani (Fs03) y P.
janthinellum (Pel1), observandose la germinacion
de los conidios, la presencia de secreciones
adhesivas a partir de las hifas que colonizaron la
superficie del huevo, el recubrimiento total del
huevo por el micelio del hongo, asi como el
rompimiento de la cascara del huevo y la

destruccion de éste (Fig. 2 y 3).
DISCUSION

Los hongos aislados de raices agalladas de
plantas de tomate infectadas con Meloidogyne sp.,
correspondieron a especies de los géneros
Fusarium, Gliocladium, Trichoderma y
Penicillium. Los primeros tres géneros se han
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Figura 2. Microscopia electronica de barrido de
huevos de Nacobbus aberrans parasitados por
Fusarium solani (Fs03). (A y B) Testigo. (C)
Ensanchamiento de la punta de la hifa (similar a un
apresorio, @) con secreciones adhesivas (sa) sobre la
superficie (cascara) del huevo. (D) Infeccion
avanzada del huevo por F. solani (Fs03) donde se
observan estructuras similares a laminillas
desprendiéndose de la céscara (Ic) y micelio del
hongo esporulando (e). (E y F) Fractura (f) de la
cascara y conidios germinados (cg). (G y H) Huevos
con fracturas (f) de donde aparentemente estin
emergiendo hifas (/).

registrado como parasitos de los nematodos
agalladores con mayor frecuencia (Godoy et al.,
1982; Morgan-Jones et al.,1984; Sun et al., 2006;
Aminuzzaman et al., 2018). Fusarium ha sido
considerado como enemigo natural de nematodos
fitopatogeno (Peraza-Padilla et al., 2011; Sénchez-
Portillo et al., 2016) En Almeria y Barcelona,
Espatfia, Verdejo-Lucas et al. (2002) reportaron que
aislaron e identificaron diferentes especies de
Fusarium (F. solani, F. oxysporum'y Fusarium sp.)
que parasitaron hembras y huevos de Meloidogyne
spp., lo cual concuerda con los resultados
obtenidos en la presente investigacion en relacion

a los aislamientos y ensayos in vitro en huevos y J2
de N. aberrans. Gliocladium (GL16 y GL13)
mostré menor eficacia; al respecto Godoy et al.
(1982) mencionan que su parasitismo en huevos de
M. arenaria fue solo de 5 a 12%. Trichoderma
también se aislo en este estudio, pero se descarto
porque en el ensayo de seleccion solamente
parasitd 50% de los huevos del nematodo. El
género Trichoderma se ha considerado como un
patégeno importante de huevos de nematodos
agalladores; diferentes especies se comercializan
debido a su eficacia como agente de control
biolégico de wvarios fitopatégenos, producen
metabolitos que inhiben el desarrollo de otros
organismos, protegen a la rizosfera al establecer
una relacion simbidtica con la planta, producen
quitinasas y proteasas que degradan las paredes de
los huevos y facilitan la entrada de las hifas
(Morton et al., 2004; Del Castillo et al., 2014). Sin
embargo, existe una amplia variacion en la
capacidad antagonica entre los diferentes
aislamientos de Trichoderma spp., de modo que no
todos son tan eficaces (Martinez et al., 2013a;
Hernandez-Ochandia et al., 2015)

El aislamiento de Penicillium aislado de
huevos de Meloidogyne sp., en el presente estudio
correspondi6 de acuerdo al analisis molecular a P.
Jjanthinellum, que es ampliamente conocido por su
capacidad de solubilizar el fosfato fijado a las
arcillas del suelo y comercializado como
biofertilizante (Nustez y Acevedo, 2005; Rojas-
Sierra y Moreno-Sarmiento, 2008). También se
reconoce como un endofito que produce
giberelinas, promueve el crecimiento de tomate,
activa los mecanismos de defensa y protege a las
plantas del estrés por factores abidticos (Khan et
al., 2013; Leitao y Enguita, 2016). En comparacion
con los otros géneros de hongos parasitos de
nematodos mencionados con anterioridad, es
relativamente escasa la informacion que se
encuentra en la literatura acerca del parasitismo de
especies del género Penicillium en nematodos
fitoparasitos. En un trabajo realizado por Utkhede
et al. (1992), encontraron que la cepa 22 de P.
janthinellum  redujo la  reproduccion  de
Pratylenchus penetrans en plantulas de manzana
cv. Mcntosh. En Alabama la supresion de
Meloidogyne spp., se atribuyd en parte al
incremento en las poblaciones de especies de
Penicillium como P. janthinellum, que junto con
otros microorganismos del suelo se incrementaron
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con la siembra de la leguminosa Mucuna
deeringiana (Vargas-Ayala et al., 2000). Eapen et
al. (2005) reportaron que P. digitatum suprimio
hasta en 100% la eclosion de M. incognita in vitro.
El hongo P. oxalicum disminuyo la eclosion de
juveniles de Globodera pallida y Globodera
rostochiensis en un rango de 30.9% y 98.6%
(Martinez-Beringola et al., 2013). En un reporte
reciente se menciona que P. janthinellum no
parasitd a Radopholus similis, Meloidogyne
incognita ni a M. exigua (Varela-Benavides ef al.,
2017). La escasa informacion acerca del
parasitismo de Penicillium en nematodos, podria
deberse a que no se le ha considerado como un
potencial agente de control bioldgico de nematodos
0 que debido a su similitud morfologica con
Paecilomyces (= Purpureocillium), en algunos
reportes de parasitismo sobre nematodos, pudiera
haber sido confundido.

Los filtrados de los cultivos de los
aislamientos de F. oxysporum, F. solani, P.
Jjanthinellum y Gliocladium sp., no tuvieron ningin
efecto sobre los huevos y los J2 de N. aberrans
(datos no mostrados). La produccion de
metabolitos toxicos contra nematodos ha sido
consignada para diferentes especies de hongos
antagonistas como Gliocladium fimbriatum y G.
viren, que producen gliotoxina y virina,
respetivamente (Liy Zhang, 2014); y F. oxysporum
cepa 162 que produce metabolitos tdxicos que
causan hasta 100 % de mortalidad de los juveniles
de M. incognita (Hallman y Sikora, 1996). Asi
mismo, Li y Zhang (2014) mencionaron que

especies del género Penicillium producen
metabolitos  toxicos a M incognita,
Bursaphelenchus  xylophilus 'y  Pratylenchus

penetrans. La produccion de metabolitos toxicos
depende del aislamiento, del tipo de medio en el
que se crece hongo, el tiempo y las condiciones de
incubacion (temperatura), y el pH del medio
(Peraza-Padilla ef al., 2011; Sharma et al., 2014).
Los resultados negativos obtenidos en la presente
investigacion pudieran deberse a que no se cumplié
con alguno de los factores mencionados.

El parasitismo de F. solani (Fs03) y P.
janthinellum (Pell) sobre los huevos de N.
aberrans fue evidenciado con microscopio
electronico de barrido. Las observaciones
realizadas sugieren que las hifas de los hongos en
contacto con la superficie del huevo desarrollaron
apresorios y produjeron un material fibrilar (Fig.
2C-D y 3A) como ha sido reportado para otros

10KV X2,000

Figura 3. Microscopia electronica de barrido de
huevos de Nacobbus aberrans parasitados por
Penicillium  janthinellum (Pell). (A) Huevo
colonizado por el hongo y cubierto por una fina red
de material fibrilar (rmf). (B) Huevos colapsados y
con abundante crecimiento micelial () mostrando
el desprendimiento de fragmentos laminares (f7) de
la cascara. (C) Huevo con fracturas (f) de donde
aparentemente estan emergiendo hifas (%). (D) Hifas
creciendo sobre el huevo y rodeadas por un material
probablemente secretado por ellas (ms).

hongos como Pochonia chlamydosporia sobre
huevos de M. incognita (Manzanilla-Lopez et al.,
2014) y Taenia saginata (Araujo et al., 2009).
También se observé el rompimiento de los huevos
[Fig. 2 E-H y 3 C-D] similar al reportado por
Leguizamon y Padilla 2001, en huevos de
Meloidogyne spp. por accion de los hongos
Beauveria bassiana y Metarhbizium anisopliae.
Los huevos con un alto grado de invasion por el
hongo mostraron degradacion, deformacion y
colapso (Fig. 2D y 3B).

CONCLUSION

Los aislamientos de F. solani FsO y P.
janthinellum Pell mostraron un alto grado de
parasitismo sobre los J2 y huevos de N. aberrans
en condiciones in vitro, no fueron patogénicos en
plantas de pimiento, las protegieron contra el
ataque del nematodo y redujeron el nimero de J2
en las raices. Los mejores resultados se obtuvieron
con P. janthinellum (Pell), cuyo potencial como
agente de control biologico, tendra que
demostrarse en ensayos en campos e invernaderos
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infestados con el nematodo.
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