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RESUMEN

Las condiciones edaficas presentes en los
agroecosistemas pueden influir en el establecimiento y
la efectividad de un agente de control microbiano para
nematodos. Por esta razon, se propuso como objetivo
de la presente investigacion, evaluar el establecimiento
in vitro de Pochonia chlamydosporia var. catenulata en
suelos agricolas cubanos de tipo Ferralitico, Fluvisol
y Pardo. Para ello, tres tipos de suelos se analizaron
mediante la técnica suelo membrana, evaluandose en
cada uno de ellos las poblaciones microbianas nativas,
el crecimiento micelial y el crecimiento relativo del
hongo nematofago de interés. Se utilizd un disefio
completamente aleatorizado y el procesamiento
estadistico de los datos se realizé mediante un ANOVA
factorial y regresion lineal. Los resultados demostraron
que, P. chlamydosporia var. catenulata crecié y produjo
clamidosporas en todas las condiciones edaficas
evaluadas, no obstante, el mayor crecimiento se registrd
en los suelos Fluvisol y Ferralitico comparado con el
Pardo. Lo cual sugirid, que las mayores poblaciones
microbianas nativas y el pH acido presente en el suelo
Pardo, pudieron afectar el crecimiento de este hongo.
Los resultados confirman que la especie fingica
nematéfaga P. chlamydosporia var. catenulata posee
capacidad de adaptacion, persistencia y multiplicacion

Cita recomendada:

en diferentes suelos y se sugiere su utilizacion en los
suelos Fluvisol, Ferralitico y Pardo, siempre que no
presenten un pH acido <4.17.

Palabras clave: control bioldgico de nematodos,
manejo de Meloidogyne, técnica suelo membrana.

SUMMARY

The edaphic conditions present in agroecosystems
can influence the establishment and effectiveness of a
microbial control agent for nematodes. For this reason,
the objective of the present investigation was proposed
to evaluate the in vitro establishment of Pochonia
chlamydosporia var. catenulata in Cuban agricultural
soils of the Ferralitic, Fluvisol and Brown type. For
this, three types of soils were analyzed using the soil
membrane technique, evaluating in each one of them
the native microbial populations, the mycelial growth
and the relative growth of the nematopophagous fungus
of interest. A completely randomized design was used
and the statistical processing of the data obtained
was performed using a factorial ANOVA and linear
regression. The results showed that P. chlamydosporia
var. catenulata grew and produced chlamydospores
in all the edaphic conditions evaluated, however, the
greatest growth was registered in Fluvisol and Ferralitic
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soils compared to Pardo. This suggested that the higher
native microbial populations and the acid pH present in
the Brown soil, could affect the growth of this fungus.
The results obtained confirm that the nematophagous
fungal species P. chlamydosporia var. catenulata has
adaptability, persistence and multiplication capacity
in different soils and its use is suggested in Fluvisol,
Ferralitic and Brown soils, provided they do not present
an acid pH <4.17.

Index words: biological control of nematodes,
Meloidogyne management, soil membrane technique.

INTRODUCCION

Las interacciones biologicas y los sinergismos
entre los componentes de la biodiversidad, son
principios ecologicos basicos que pueden manejarse
para posibilitar y potenciar el desarrollo de procesos
y servicios claves en el agroecosistema (Alvarez
et al., 2014; Sarandon y Flores, 2014; Rosset y Torres,
2016), enfocados al control bioldégico de organismos
plaga. Al respecto, el hongo parasito facultativo de
huevos de nematodos Pochonia chlamydosporia var.
catenulata posee una fase de vida saprofitica, durante
la cual sobrevive a partir de los nutrientes existentes en
la materia organica del suelo o sustrato, mientras que,
durante su fase parasitica depende de su hospedante
comun, que generalmente son nematodos fitoparasitos
(Kerry y Hirsch, 2011).

P chlamydosporia var. catenulata posee la
capacidad de adaptarse a diferentes condiciones
edaficas y se supone que la actividad microbiana nativa
del suelo influye sobre su crecimiento y desarrollo
(Monfort et al., 2006). Por otra parte, se considera que
las caracteristicas quimicas presentes en los suelos y
sustratos, a pesar de que han sido poco estudiadas,
pueden influir en la adaptacion ecoldgica del hongo
(Kerry y Hirsch, 2011).

Por otro lado, la capacidad de P. chlamydosporia
var. catenulata para colonizar los suelos, los sustratos y
la rizosfera vegetal, asi como su actividad parasitica, es
esencial en la seleccion de aislamientos para el manejo
de nematodos fitoparasitos (Viggiano et al., 2014;
Bontempo et al., 2014; Ceiro e Hidalgo, 2017). Se sabe
que esa especie fungica produce clamidosporas, las
cuales se consideran estructuras de resistencia frente a
condiciones ecologicas adversas en su medio natural,
por ello, constituyen la principal fuente de inoculo de

los productos basados en esa especie fungica (Ceiro
etal.,2014).

Actualmente, la seleccion de cepas fungicas
efectivas para la obtencion de productos biologicos
seguros para el manejo de nematodos formadores
de agallas y otras dianas, en cultivos de importancia
econdmica, es un gran desafio para la ciencia
contemporanea (Ravensberg, 2011). Por esa razon, en
Cuba se obtuvo un bioproducto robusto, consistente y
seguro denominado KlamiC® a partir de la cepa IMI
SD 187 de P. chlamydosporia var. catenulata, el cual
se usa en el manejo efectivo de Meloidogyne spp., en
cultivos horticolas (Montes de Oca et al., 2009).

No obstante, en los suelos Ferraliticos, Fluvisoles
y Pardos dedicados en Cuba a Sistemas de Produccion
Protegidos de Hortalizas (SPPH), se registran
afectaciones por poblaciones nativas de Meloidogyne
y se desconoce si este hongo nematofago logra
establecerse en dichos suelos. Por ello, se propuso
como objetivo de la presente investigacion, evaluar
el establecimiento in vitro de P. chlamydosporia var.
catenulata en suelos Ferralitico, Fluvisol y Pardo.

MATERIALES Y METODOS

Para evaluar el establecimiento del hongo en los
suelos se utilizo la técnica suelo membrana segun
Grose et al. (1984) y Monfort et al. (2006) que permite
evaluar la receptividad de suelos al hongo nematofago
P. chlamydosporia. Se utilizaron tres tipos de suelo
recomendados para el establecimiento de SPPH en
Cuba (Casanova, 2007) (Cuadro 1).

Cada suelo se tamizo6 a un tamafo de particula de
un milimetro y se tomaron porciones para esterilizarlas
durante 45 min en autoclave, permaneciendo el resto
en su forma natural. Se adicionaron 20 g de cada suelo
(esterilizado y sin esterilizar) en placas Petri y luego
se afiadié cuidadosamente agua destilada estéril hasta
lograr humedecimiento total. Seguidamente se coloco
una membrana de acetato de celulosa (tamafio de poro
0.2 p) y sobre la misma se ubico un disco de 5 mm
de la cepa IMI SD 187 de P chlamydosporia var.
catenulata, procedente de la periferia de una colonia
joven desarrollada en medio agar-papa-dextrosa (APD,
BioCen).

Por ultimo, las placas se sellaron con parafilm y
se incubaron durante 21 dias a 25 °C en la oscuridad.
Transcurrido ese tiempo las membranas se retiraron,
se enjuagaron con agua destilada estéril para eliminar
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Cuadro 1. Principales caracteristicas de los suelos analizados.
Table 1. Main characteristics of the soils analyzed.

Suelos Procedencia Ca Mg P N MO pH CE
- - - cmol kg! - - - mgkg! - - - - - % - - - - - dS m!
Ferralitico®
Habana 37.0 27.5 910.0 3.53 6.10 8.20 0.63
(Ferralsol)
Fluvisol'
. Granma 23.8 15.3 671.6 2.16 3.79 7.73 0.85
(Fluvisol)
Pardo’
(Cambisol) Granma 15.0 37.5 319.0 7.20 4.59 4.17 0.89
(") Clasificacion Genética de los Suelos de Cuba. () World Reference Base.
(") Genetic Classification of the Soils of Cuba. () World Reference Base.
restos de suelo, se trasladaron a placas Petriy finalmente donde:

se tifleron con cotton blue durante 12 h a temperatura
ambiente.

Evaluaciones
Microorganismos Nativos Totales de cada Suelo

Conteo de hongos totales (UFC g'): un gramo
de suelo se diluyé en nueve mL de agar-agua (AA)
{0.5 g de agar bacterioldgico (BioCen) por litro de
H,O destiladaj, seguidamente se realizaron diluciones
seriadas hasta 103, y de esta ultima se afiadieron 0.2
mL sobre dos placas con agar maltosa sabouraud
(BioCen) y fueron incubadas en oscuridad a 25 °C
durante 72 h y pasado ese tiempo se cuantificaron las
unidades formadoras de colonias.

Conteo de bacterias totales (UFC g'): un gramo
de suelo se diluy6 en nueve mL de AA; seguidamente
se realizaron diluciones seriadas hasta 10, y de esta
ultima se anadieron 0.2 mL sobre dos placas con
agar-triptona-soya (BioCen). Enseguida, las placas se
incubaron en oscuridad a 25 °C durante 24 h y al cabo
de ese tiempo se cuantificaron las unidades formadoras
de colonias.

El crecimiento micelial de P. chlamydosporia
var. catenulata sobre la membrana se determind
con una regla graduada. A partir de estos resultados
se determind el crecimiento relativo mediante la
Ecuacion 1:

CR = CNE/CE (Griinwald et al., 1997),

CR = crecimiento relativo;

CNE = crecimiento en suelo no estéril

CE = crecimiento en suelo estéril.

Presencia de clamidosporas: las membranas fueron
observadas en un microscopio optico Zeiss-Axiolab® a
200 aumentos para confirmar la presencia de esporas.

Diseiio Experimental

Se conformaron seis tratamientos, mediante
la combinacién de los tipos de suelo y niveles
de esterilizacién, bajo un disefio completamente
aleatorizado con arreglo factorial (factor I: suelos;
factor II: niveles de esterilizacidn) y seis réplicas por
cada tratamiento.

Analisis Estadistico

Los datos obtenidos del analisis de poblaciones
microbianas (bacterias y hongos) y el crecimiento
micelial del hongo nemato6fago, se analizaron mediante
ANOVA factorial y la prueba de comparacion multiple
de medias de Duncan (P <0.05). El crecimiento relativo
del hongo nematdéfago se proces6 mediante ANOVA
unifactorial y la prueba de Duncan (P <0.05). Se aplicd
un andlisis de regresion lineal para determinar la
relacion existente entre las poblaciones nativas de
microorganismos presentes en los suelos, sobre el
crecimiento de P. chlamydosporia var. catenulata.
El procesamiento estadistico se realizo con el paquete
estadistico InfoStat v. 8 (Di Rienzo, 2008).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontraron diferencias significativas entre los
agrupamientos de suelos en las variables poblaciones
fingicas, bacterianas y en el crecimiento micelial de
P. chlamydosporia var. catenulata. En el suelo Pardo
se registraron las mayores poblaciones nativas de
bacterias (7.3x10° UFC) y hongos (1.2x10° UFC),
respectivamente, seguido del Ferralitico (5.0x105;
0.5x10° UFC) y por ultimo el Fluvisol (4.8x105
0.3 x10° UFC). Por otra parte, el crecimiento micelial
de P. chlamydosporia var. catenulata en suelo estéril
y sin esterilizar reveldo los mayores valores en los
suelos Fluvisol (23.67; 60.00 mm) y Ferralitico (22.67,
60.00 mm) en comparacion con el Pardo (11.00;
49.00 mm) (Cuadro 2). El hongo nematofago produjo
clamidosporas en todas las condiciones edaficas
evaluadas (Figura 1).

Las mayores poblaciones microbianas nativas
registradas en el suelo Pardo, coincidieron con el
menor desarrollo del hongo nematdéfago. Esto puede
ser atribuible a una mayor competencia e interacciones
entre los microorganismos de ese suelo con
P. chlamydosporia var. catenulata. No obstante, en el
suelo Pardo, una vez suprimida la actividad microbiana
se constatd menor desarrollo del hongo nematéfago,
lo cual sugiere que ademas de la actividad bidtica,
existen otras propiedades del suelo, que incidieron en
el crecimiento de P. chlamydosporia var. catenulata.

Figura 1. Presencia de clamidosporas de P. chlamydosporia var.
catenulata sobre las membranas en el suelo Pardo.

Figure 1. Presence of chlamydospores of P. chlamydosporia var.
catenulata on the membranes in the Pardo soil.

Probablemente, el pH acido (4.7) del suelo Pardo influyo
en el menor crecimiento de la especie fingica. En ese
sentido, Gao et al. (2009) informaron que en medio de
cultivo ajustado a un pH acido (4.0), el crecimiento
micelial de la cepa HSY-12-14 de P. chlamydosporia
var. chlamydosporia se redujo un 39%. Sin embargo,
en otro estudio Hasanzadeh et al. (2012), sustentaron
que este mismo hongo produce la mayor cantidad de
micelio in vitro en un rango de pH entre 5-7.

Cuadro 2. Poblaciones microbianas nativas, crecimiento micelial y presencia de clamidosporas de P. chlamydosporia var. catenulata en

tres tipos de suelos.

Table 2. Native microbial populations, mycelial growth and presence of chlamydospores of P. chlamydosporia var. catenulata in three

types of soils.
Conteo bacterias Conteo hongos
Suelos Estéril DC (mm)+DE C
UFC fUFC+DE UFC TUFC+DE
Fluvisol No 4.8x106 6.68+0.10 b 0.3x105 4.57+0.11 ¢ 23.67+1.21 ¢ Si
Ferralitico No 5.0x106 6.70+£0.05 b 0.5x105 4.72+0.12 b 22.67+1.37 ¢ Si
Pardo No 7.3x106 6.85+0.09 a 1.2x105 5.08+0.03 a 11.00+£1.26 d Si
Fluvisol Si - - - - 60.00+0.00 a Si
Ferralitico Si - - - - 60.00+0.00 a Si
Pardo Si - - - - 49.00+2.37 b Si

fTransformacion LOG, x+1. DC = didmetro de la colonia; DE = desviacion estdndar; C = presencia de clamidosporas. Letras distintas en las
columnas evidencian diferencias significativas (P < 0.05), segun la prueba de Duncan.
fLOG, x+1 transformation. DC = colony diameter; DE = standard deviation; C = presence of chlamydospores. Different letters in the columns

show significant differences (P < 0.05), according to Duncan’s test.
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Los resultados obtenidos sugieren que, para
garantizar una mayor poblacion del hongo y
efectividad sobre su diana, deben tomarse medidas de
manejo en el agroecosistema, como la correccion de
la acidez del suelo, previo a la utilizacion de la cepa
IMI SD 187 de P. chlamydosporia var. catenulata para
el manejo de nematodos fitoparasitos. La presencia
de clamidosporas constatada en los suelos evaluados
pone de manifiesto que el hongo se multiplica bajo las
condiciones edaficas evaluadas y produce estructuras
de resistencia. Esto ratifica a las clamidosporas como
la principal fuente de indculo de esta especie fungica
(Ceiro et al., 2014; Escudero et al., 2017; Silva et al.,
2017).

De acuerdo con los resultados de la prueba de
Duncan, el crecimiento relativo de P. chlamydosporia
var. catenulata reveld diferencias significativas
(P <0.05) entre los agrupamientos de suelos. La especie
fungica alcanzo6 el mayor crecimiento en los suelos
Fluvisol (0.39) y Ferralitico (0.37) en comparacion con
el Pardo (0.25). El resultado pone de manifiesto que los
suelos Fluvisol y Ferralitico objeto de estudio, fueron
mas receptivos al establecimiento de P. chlamydosporia
var. catenulata que el Pardo (Figura 2).

Por otra parte, la relacion obtenida entre las
poblaciones de microorganismos nativos de los
suelos evaluados, respecto al crecimiento del hongo
nematofago, reveld que al aumentar las poblaciones
microbianas decrecio el desarrollo de P. chlamydosporia
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Figura 2. Crecimiento relativo alcanzado por P. chlamydosporia
var. catenulata en cada tipo de suelo. Letras distintas sobre las
barras evidencian diferencias significativas (P < 0.05), seglin
la prueba de Duncan. Las lineas sobre las barras indican el error
estandar.

Figure 2. Relative growth achieved by P. chlamydosporia var.
catenulata in each type of soil. Different letters on the bars show
significant differences (P < 0.05), according to Duncan’s test. The
lines above the bars indicate the standard error.

var. catenulata. Los mayores valores de pendiente y
coeficiente de determinacion fueron determinados
mayormente por efecto de las especies fungicas (-14.26
y 0.86) en comparacion con las especies bacterianas
(-2.11 y 0.37) (Figura 3 A, B).
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Figura 3. Relacion entre las poblaciones bacterianas totales (A) y fungicas totales (B) sobre el crecimiento micelial de P. chlamydosporia
var. catenulata. DC = diametro de la colonia; UFC = unidades formadoras de colonias.
Figure 3. Relationship between total bacterial (A) and total fungal (B) populations on mycelial growth of P. chlamydosporia var.

catenulata. DC = colony diameter; CFU = colony-forming units.
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Este resultado confirma que las poblaciones
fungicas incidieron mas que las bacterianas en la
reduccion del crecimiento de P chlamydosporia
var. catenulata bajo las condiciones experimentales
evaluadas. Esto puede ser consecuencia de que existe
una estrecha relacion filogenética entre los hongos
del suelo y P. chlamydosporia var. catenulata, los
cuales comparten caracteristicas comunes de habitat,
formas de alimentacion y hospedantes (Stirling, 2011).
Nuestros resultados se relacionan con las suposiciones
sustentadas por Monfort et al. (2006), en el sentido de
que el éxito del establecimiento de P. chlamydosporia en
los suelos, dependi6 aparentemente de las poblaciones
microbianas nativas.

Las evidencias encontradas en el presente estudio
demuestran la persistencia y multiplicacion de la cepa
IMI SD 187 de P chlamydosporia var. catenulata
en diferentes condiciones edaficas. Igualmente,
sefialan la importancia de realizar estudios previos
de establecimiento de este hongo al suelo, para
minimizar riesgos edaficos que pudieran afectar la
actividad biologica del mismo frente a su diana comun
(Meloidogyne spp.). Finalmente, la persistencia de
P. chlamydosporia var. catenulata bajo las condiciones
edaficas analizadas, tiene una estrecha relacion con la
activa actividad saprofita de este hongo en suelos y
sustratos (Manzanilla et al., 2013).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sefialan que dos elementos
esenciales, uno bioticorelativo ala actividad microbiana
de los suelos y el otro abidtico, referido al pH de estos,
pueden influir significativamente en el establecimiento
del hongo nematofago y sugieren que el uso de la cepa
IMI SD 187 de P. chlamydosporia var. catenulata para
el manejo bioldgico de Meloidogyne spp., en suelos
Fluvisol, Ferralitico y Pardo, es eficiente siempre que
no presenten un pH acido.
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