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Resumen

Meloidogyne incognita-javanica representa una limitacion de los cultivos agricolas y es necesario buscar alternativas para
su manejo. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto in vitro del filtrado crudo de Purpureocillium sp. (Cepa
UdeA0106) sobre laeclosion de huevos y los estadios juveniles de Meloidogyne spp. Adicionalmente, se evaluaron los me-
dios: caldo extracto de malta (CEM), caldo extracto de levadura (CEL) y caldo papa glucosa (CPG), escogiéndose aquel que
no ejerciera dano sobre la morfologia de los huevos y permitiera la eclosion de los estadios juveniles. El hongo se multiplico
durante 7 dias y fue filtrado. Para establecer su efecto sobre los huevos y estadios J2 de Meloidogyne spp., se probaron
concentraciones del filtrado al 100 %, 90 %, 70 %, 50 %, 25 % y 10 %; comparandolas con un control compuesto de
estadios J2 en agua destilada estéril (ADE) y CPG. Las variables a evaluar fueron el porcentaje de eclosion e inmovilidad
en los J2. La unidad experimental fue la caja de Petri, cada una con 200 huevos/J2, con 5 réplicas de cada tratamiento. Se
utilizé un disefo experimental completamente aleatorizado con ANOVA (P = 0,05) y analisis de comparacién multiple de
Tukey. Se encontraron diferencias significativas entre todos los tratamientos (P < 0,05) pero el tratamiento correspondiente
al filtrado puro (100 %) logré mantener el porcentaje mas bajo de eclosion y mayor porcentaje de inmovilidad de los J2
(96,8 %). Las concentraciones al 90 % y 70 % igualmente lograron efectos en los J2, con porcentajes altos de inmovilidad.

Palabras clave: Meloidogyne incognita-javanica, Purpureocillium sp., control biol6gico de nematodos, Metabolitos flngicos.

Abstract

Meloidogyne incognita-javanica represents an important threat to the agricultural crops, and it is necessary to seek alternati-
ves for its control. The aim of this research it was to evaluate a crude filtrate from the strain Purpureocillium sp. UdeA0106
in order to establish the in vitro effect on the egg hatching and the immobility of juvenile stages of Meloidogyne spp. The
mediums evaluated were malt extract broth (MEB), yeast extract broth (YEB), and potato dextrose broth (PDB), after which
it was chosen the one that didn’t produce any damages on nematode eggs and allowed the emergence of the larval stages.
The fungus was multiplied for 7 days, and then it was filtrated. To evaluate its effect on the eggs and the J2 of Meloidogyne
spp., filtrate concentrations were made at 100 %, 90 %, 70 %, 50 %, 25 % and 10 %, contrasting them with a control
composed of the J2 stages in sterile distilled water and PDB. The variables evaluated were the percentage of altered eggs
and the immobility observed in J2 stages. The experimental unit was the Petri dish, each one containing 200 eggs /)2. Each
treatment was replicated 5 times. It was used a completely randomized design, and an ANOVA was performed (P = 0,05)
as well as a multiple comparison test (Tukey). Significant differences were found between all treatments (P < 0,05), although
the most effective in inhibiting both egg hatching and J2 mobility (96,8 %) were the full strength filtering (100 %). The dilu-
tions at 90 % and 70 %, were able to produce effects with high percentages in the immobility.
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Introduccién

Los nematodos formadores de agallas del género
Meloidogyne spp., son de gran importancia econé-
mica; representan un limitante en la agricultura ya
que se estima que son responsables de mas del 90
% de todos los danos causados por fitopatégenos
en todo el mundo (Castagnone-Sereno, 2002).

Para minimizar el nivel de dano causado por estos
organismos, existen varias estrategias que pueden
ser empleadas, de acuerdo con las condiciones cli-
maticas, estado del cultivo, la especie de nematodo
y su nivel de densidad poblacional (Kaskavalci et
al., 2009). Sin embargo, algunas de las practicas mas
extendidas corresponden al uso de productos quimi-
cos, que conllevan a problemas medioambientales
y de resistencia. Por otra parte, se encuentra el uso
de variedades tolerantes o resistentes, las cuales no
siempre estan disponibles para todos los tipos de
cultivos comerciales, o no cumplen con las exigen-
cias de los consumidores.

Debido a lo anterior, desde hace varios afios se han
buscado otras alternativas, tales como el uso de hon-
gos biorreguladores, que deben ser utilizados den-
tro de programas de manejo integrado de plagas y
enfermedades (MIPE). Actualmente, hay en el mer-
cado diferentes bioformulados que utilizan algunas
de sus estructuras, y se estan desarrollando produc-
tos con actividad toxica o propiedades enzimaticas
derivados de hongos, que pueden afectar la viabili-
dad de fitopatégenos y son prometedoras fuentes
de innovacién en nuevos productos organicos para
su manejo integrado (Hashem y Abo-Elyousr, 2011;
Regaieg et al., 2010; Al abed, 2008).

Existen diferentes grupos de hongos que se es-
tan implementando para biocontrol, dentro de los
cuales se encuentra Purpureocillium sp. que ha sido
recientemente descrito (Luansga et al, 2011). El
hongo Purpureocillium sp., cepa UdeA0106, se ha
venido trabajando en el grupo BIOMA (Biocontrol y
Microbiologia ambiental) desde hace algunos aios
y ha mostrado ser un buen biocontrolador de Sinfili-
dos (Salazar, 2013; Gallego, 2012; Duran, 2012) y
nematodos del género Meloidogyne spp. De acuer-
do con varios estudios, realizados en el grupo BIOMA
(Cardona y Montoya, 2013; Sanchez, 2013), se ha
observado como posteriormente a 24 - 48 horas
de la interaccién hongo-nematodo, éstos presen-
tan alteraciones visibles en los diferentes estadios,
sin que se presente alin micosis sobre éstos, lo que
podria sugerir la presencia de metabolitos difusibles
en el medio.

Aun cuando existen algunos estudios relacionados
con la expresion genética en interaccion hongo-ne-
matodo (Cardona et al., 2008), es necesario continuar
con los estudios sobre la produccién de metabolitos
presentes en el medio de crecimiento con el fin de

contar con informacion que pueda conllevar en un
futuro a procesos biotecnolégicos para la produc-
cion de bioformulados. En este sentido, se realizo
este trabajo de investigacion que tuvo como ob-
jetivo, determinar el efecto in vitro del filtrado cru-
do de medio de cultivo la cepa UdeA0106 sobre
la eclosion de huevos y la inmovilidad de los J2 del
complejo Meloidogyne incognita-javanica.

Materiales y métodos

Los ensayos fueron realizados en el Laboratorio
de Control Microbiolégico del grupo BIOMA de la
Universidad de Antioquia, y la cepa utilizada co-
rresponde a Purpureocillium spp., cepa UdeA0106,
aislada en los suelos de la finca Vegas de la Clara,
propiedad de la Universidad de Antioquia, (Munici-
pio de Gémez Plata-Antioquia), dentro de practicas
académicas. Los nematodos del género Meloidogy-
ne spp. fueron obtenidos a partir de plantulas de
tomate, variedad Santa Clara, susceptibles a nema-
todos, multiplicados en condiciones de invernadero
en suelo previamente esterilizado. Los nematodos,
fueron identificados morfolégicamente de acuerdo
con el método de los patrones perineales (Perry et
al,, 2010).

Los ensayos realizados correspondieron a la selec-
cion del mejor medio de cultivo para la realizacion
de las pruebas de patogenicidad de los filtrados cru-
dos, sobre los estadios de Meloidogyne spp., la ob-
tencion del filtrado crudo de la cepa UdeA0106
para la realizacion de las pruebas de patogenicidad
y la determinacion del efecto del filtrado de la cepa
UdeA0106 sobre los huevos y J2 de Meloidogyne

spp.

Debido a que la cepa estaba almacenada en neve-
ra en medio de cultivo sintético, fue preciso reali-
zar su reactivacion. Colonias del hongo con dos
semanas de crecimiento en medio PDA acidifica-
do (Papa Dextrosa Agar, Merck™), se pusieron en
contacto con huevos de Meloidogyne spp., hasta la
observacion de huevos que presentaran evidencia
de crecimiento micelial en su interior. Estos, fueron
traspasados a medio de cultivo PDA acidificado,
en donde se pudieron obtener colonias caracteris-
ticas de la cepa UdeA0106 (Cardona, 2007).

Seleccién del medio de cultivo para la
realizacién de las pruebas de patogenicidad
de los filtrados crudos, sobre los estadios de
Meloidogyne spp.

Con el objetivo de establecer el efecto de los medios
sobre estadios del nematodo, y buscar aquel que no
ejerciera dafo alguno sobre la morfologia y permitie-
ra la eclosion de los huevos larvarios, fueron evalua-
dos diferentes medios de cultivo. Los tratamientos
evaluados correspondieron a los medios de cultivo:

38

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVI No. 2 Diciembre 2014 37-44



caldo extracto de malta (20 g/L, Oxoid®) (CEM), caldo
extracto de levadura (20 g/L, Oxoid™) (CEL) y caldo
papa glucosa (200 g/L papa, 20 g/L Glucosa) (CPG).
Estos fueron envasados en erlenmeyers de 250 ml con
100 ml de medio liquido y esterilizados durante 15
min a 121°C y 15 psi. Posterior a su enfriamiento, se
dispensaron huevos de Meloidogyne spp., los cuales
se mantuvieron entre 18 - 25 °C, durante 2, 4 y 6
dias. La variable a evaluar fue el porcentaje de eclo-
sion de los huevos y se utilizé un control, los huevos
del nematodo, dispensados en agua destilada estéril
(ADE), incubados bajo las mismas condiciones que los
tratamientos. Se consideré como el mejor medio de
cultivo, aquel en donde el ndmero de huevos eclosio-
nados fue igual o menor que el control, permitiendo
corroborar con ello, que el medio no intervenia con el
desarrollo del nematodo.

Disefio experimental y Andlisis estadistico

La unidad experimental fue la caja de Petri, con 5 ré-
plicas, cada una con 100 huevos de Meloidogyne spp.
Se realizaron ANOVAS a un nivel de significancia del 5
% y para determinar cual seria el mejor tratamiento,
se utilizo la prueba de comparacion mdltiple de Tukey
por medio del programa SPSS Statistic version 19 y las
graficas se realizaron con el programa SigmaPlot (ver-
sion 11.0).

Evaluacién del efecto del filtrado de la cepa
UdeA0106 sobre los huevos de Meloidogyne spp.

Con el objetivo de establecer el efecto del filtrado crudo
de la cepa UdeA0106, a partir de las raices de plantas
de tomate infestadas previamente, se obtuvieron ma-
sas de huevos. Para ello, tales raices fueron cortadas en
trozos pequenos y dispensadas en frascos que conte-
nian 200 mL NaOCl al 1 % las cuales fueron sometidas
a agitacion durante 3 min, para posteriormente realizar
lavados con abundante ADE. A continuacién los huevos
fueron obtenidos por tamizaje diferencial y finalmente
en un tamiz de 500 mesh. Con el fin de remover el
exceso de hipoclorito, se les hicieron cuatro enjuagues
con (ADE), para posteriormente ser lavados con una
solucién de Oxitetraciclina® al 0,1 % por 10 min. Por
dltimo, con el fin de remover el antibidtico presente,
se hicieron 5 lavados sucesivos con ADE para poste-
riormente ser utilizados en el bioensayo (Giraldo et al.,
1997; Liu et al., 2008; Meyer et al., 2004; Regaieg et
al.,, 2010).

Para obtener el filtrado crudo de la cepa UdeA0106
usado en ésta prueba, el hongo fue cultivado durante
7 dias en el medio escogido, en agitacién constante
(150 rpm), a temperatura ambiente (18-25 °C). Con
el fin de obtener una solucién sin ninguna traza de
la biomasa del hongo, posterior al tiempo de incu-
bacion, se realizé una doble filtracion inicial, la cual in-
cluy6 el uso de una gasa estérily un papel de filtro

Whatman No.1. El producto obtenido, se centrifugé a
5200 rpm por 15 min y se filtré utilizando una bomba
de vacio, con un filtro miliporo (0,2 ym). Posteriormen-
te, con el fin de eliminar posibles restos de esporas o
micelio, el filtrado fue centrifugado a 13000 rpm por
20 min. Por dltimo, el sobrenadante obtenido, atrave-
s6 un filtro de fibra de vidrio (47 mm de poro) y con
este material, se procedié a realizar los experimentos
(Al abed, 2008; Liu et al., 2008; Regaieg et al., 2010;
Yang et al., 2010).

Con el fin de obtener la solucién de trabajo para la
prueba de patogenicidad, se ajustd la concentracion
de nematodos entre 150 a 200 huevos/ml, los cuales
fueron depositados en cajas de Petri estériles (Cardo-
na y Leguizamén, 1994). A éstas, se les adicionaron
los tratamientos a evaluar, consistentes en las di-
ferentes concentraciones del filtrado (100 %, 90 %,
70 %, 50 %, 25 % y 10 %), las cuales fueron incubadas
durante el tiempo del ensayo a temperatura ambiente
(18-25 °C), bajo condiciones del laboratorio. Para la
evaluacion de los huevos, los controles, consistieron
en el medio escogido estéril (CPG), y ADE, sin la adi-
cion de los filtrados del hongo. Las evaluaciones se rea-
lizaron bajo microscopio invertido en 20 y 40X y las
variables a evaluar correspondieron al porcentaje de
eclosion de los huevos, a los 2, 4 y 6 dias de exposi-
cion y adicionalmente se hicieron registros cualitativos
de cambios en la morfologia de los huevos. Aquellos
huevos con alteraciones morfolégicas, fueron fotogra-
fiados utilizando para ello un microscopio invertido de
luz marca Zeiss®, en objetivos de 40 y 100X.

Evaluacién del filtrado de la cepa UdeA0106
en la actividad de los estadios J2
de Meloidogyne spp.

Para establecer el efecto del filtrado crudo de la cepa
UdeA0106, se realizé extraccion de J2 de Meloidogy-
ne spp. a partir de muestras de suelo y raices de las
plantulas de tomate por el método del tamiz-papel
facial (Coyne et al., 2007). Las muestras se colocaron
en bandejas con un tamiz y una hoja de papel facial,
y se le adicion6 300 ml de agua, para posteriormente
recoger su filtrado en beackers a las 24 y 48 h, para
concentrar los J2. Posteriormente, con el fin de lim-
piar de residuos vegetales la suspension, se paso por
un juego de tamices de malla No. 16, 32, 60 y 150 .
Adicionalmente, se utilizaron juveniles, procedentes
de la eclosién de huevos, en cajas de Petri estériles,
incubadas a temperatura ambiente de 3 a 5 dias. Los
J2 obtenidos fueron concentrados por medio de tami-
ces y utilizando un frasco lavador con agua corriente,
fueron colectados en un beaker

La concentracién de nematodos se ajusté entre 150 a
200 J2/ml, los cuales fueron depositados en cajas de
Petri estériles (Cardona y Leguizamon, 1994). A éstas,
se les adicionaron los tratamientos a evaluar, consis-
tentes en las diferentes concentraciones del filtrado
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(100 %, 90 %, 70 %, 50 %, 25 % y 10 %), las cuales
fueron mantenidas durante el tiempo del ensayo a
temperatura ambiente (25-28 °C), bajo condiciones del
laboratorio. La variable a evaluar fue la proporcién de
inmovilidad de los J2 a las 24, 48 y 72 horas y adicio-
nalmente, se hicieron registros cualitativos de cambios
en la morfologia de los )2, relacionados con presencia
de vacuolas en el interior y deformidad corporal.

Disefio experimental y andlisis estadistico del
filtrado sobre huevos y J2 de Meloidogyne spp.

La unidad experimental, fue la caja de Petri, con 5 ré-
plicas por tratamiento, cada una con 150-200 huevos
0 J2. En el estudio se utiliz6 un disefio experimental
completamente al azar, con un intervalo de confianza
del 95 % (P = 0,05) y se realiz6 un andlisis de va-
rianza (ANOVA) con medidas repetidas en el tiempo
y se realizaron pruebas de comparacién mdltiple con
el estadistico de prueba Tukey para determinar el me-
jor tratamiento. Para el analisis estadistico se utilizo
el programa SPSS Statistic version 19 y las graficas se
realizaron con el programa SigmaPlot (versién 11.0).

Para cada una de las pruebas de patogenicidad, fue
necesario hacer transformaciones (log) a los datos,
para que se ajustaran a los requerimientos de los su-
puestos de normalidad, homogeneidad y el supuesto
de esfericidad exigidos por el modelo estadistico.

Resultados

Seleccion del mejor medio de cultivo para la
realizacion de las pruebas de patogenicidad

Los resultados de la evaluacion de los medios, para
establecer su efecto sobre estadios del nematodo,
mostraron diferencias significativas en la eclosién de
huevos en los medios CEL y CPG con respecto a su
control (P < 0,05) (tabla 1). En CEM, se observé una
eclosion mayor que en los demas medios evaluados
y no se presentaron diferencias significativas compa-
radas con el control. Por otra parte, a pesar de que
en los medios CEL y CPG, no presentaron diferencias
entre sus medias (tabla 1), se seleccioné el CPG para
cultivo de la cepa UdeA0106, debido a su bajo costo,

comparado con los otros medios evaluados. Con este
medio escogido, se realizaron las evaluaciones, cuyos
resultados se muestran en parrafos posteriores.

Efecto del filtrado de la cepa UdeA0106 sobre la
eclosion de huevos de Meloidogyne spp.

Los tiempos de evaluacion mostraron inhibiciéon de
la eclosion diferencial de Meloidogyne spp. el medio
CPG estéril, en comparacién con los controles (P <
0,000) en la eclosion de los huevos de Meloidogy-
ne spp. (tabla 2). Asi mismo, los resultados muestran
diferencias en la interaccion tiempo x concentracion,
evidenciando la relacion existente entre estas dos va-
riables (figura 1).

Tabla 1. Resultados del test de Tukey de los promedios de
eclosién de huevos entre los diferentes medios de cultivo a
un nivel de significancia del 5%.

GeperEsn Diferencia
medios de cultivo ) Valor de P
de medias
y controles
ADE vs. CPG 0.776 0.001
ADE vs. CEL 0.595 0.001
ADE vs. CEM 0.334 0.156
CEM vs. CPG 0.443 0.003
CEM vs. CEL 0.262 0.156
CEL vs. CPG 0.181 0.444

A partir del primer tiempo de evaluacion, se observé
como las concentraciones de los filtrados, mostraron
inhibicion de la eclosién, comparados con los contro-
les. La concentraciéon del 100 % al dia 2, present6 una
eclosién del 2 %, mientras que el de la concentracion
del 90 %, fue del 3,4 % Por otra parte, en el cuarto y
sexto dia de exposicion, los controles aumentaron el
porcentaje de eclosion a un 16.8%, mientras que los
porcentajes de eclosion a partir de la concentracién
del 25 %, estuvieron por debajo del 10 %. Los valores
menores, se alcanzaron en las concentraciones del fil-
trado al 100 %.

Tabla 2. Resultados del ANOVA para determinar diferencias en los promedios de eclosién de los huevos Meloidogyne spp. durante
el tiempo de exposicién en cada uno de las concentraciones del filtrado, a un nivel de significancia del 5%.

Suma de cuadrados Media
. Gl .. F Val
tipo 111 cuadratica alorp
Tiempo de exposicion 42,973 2 21.487 172.631 <0.000
Tiempo de exposicidn 6.838 14 0.488 3.924 <0.000
Concentracion
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Durante todo el tiempo del experimento, las mejo-
res concentraciones del filtrado fueron el 70, 90 y el
100 %, quienes presentaron los menores porcentajes
de eclosion de los huevos, comparados con el control.
A pesar de que todos los tratamientos mostraron dis-
minucion en el porcentaje de eclosion, los resultados
sugieren que el tratamiento con filtrado puro de la
cepa UdeA0106 (100 %), fue el mas efectivo, ya que
logré mantener el porcentaje mas bajo de eclosion.

Los resultados anteriores, indican que la cepa
UdeA0106, podria estar produciendo ciertas sus-
tancias que inhibirian la eclosion de los huevos del
complejo Meloidogyne spp., aspecto que debe ser es-
tudiado en posteriores investigaciones.

1o S Cis2
Dias
[

Forertsje da huevos ed ceorados
]
1

il

100% 90% 70% S0% 25% 10% ADE CPG

Figura 1. Efecto del filtrado de la cepa UdeA 0106 en los tres
tiempos evaluados, sobre la eclosién de los huevos de Meloi-
dogyne spp. comparados con los controles.

Por otra parte, aun cuando no se cuantificé el nimero
de huevos morfolégicamente anormales, se observo
que para los tratamientos con el filtrado al 100%, 90%,
70% una gran proporcién presentaban huevos con va-
cuolas en su interior y con deterioro de la pared, desde
las 24 horas (figura 2).

Efecto del filtrado de la cepa UdeA0106 sobre la
inmovilidad de estadios J2 de Meloidogyne spp.

La inmovilidad de los estadios ]2 de Meloidogyne spp.
mostré diferencias significativas para los tiempos de
evaluacion y en la interaccion tiempo x concentra-
cion del filtrado (tabla 3).

Posterior a las 72 horas de incubacion del hongo con
los J2, se logr6 mayores valores de inmovilidad en
comparacion con el control de ADE (figura 3). Los tra-
tamientos con una mejor respuesta fueron el filtrado
puro (100%) vy las diluciones al 90% y 70% con por-
centajes de inmovilidad del 96,8 %, 94,8% y 90,4
% respectivamente. Se encontré diferencias significa-
tivas, entre todos los tratamientos evaluados (P<0,05).
El control con ADE registré un 3% de inmovilidad a las

Figura 2. Alteraciones morfoldgicas producidas por el filtra-
do de la cepa UdeA0106 sobre estadios de Meloidogyne spp. a
las 24 horas A. Contenidos vacuolados en un huevo inmadu-
ro. 40X B. Observacién de vacuolas en un huevo con un J2 en
formacién.100X (Fotografias: Harold Pavas).

24 horas, y 0 % a las 48 y 72 horas en los estadios ]2
de Meloidogyne spp. De acuerdo con el estadistico
de Tukey, todos los tratamientos mostraron diferen-
cias con el control, considerandose como los mejores,
aquellos que tuvieron los mayores porcentajes de in-
movilidad como los presentados por las concentracio-
nes del 100 y el 90 %, en todos los tiempos evaluados
(figura 4).
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Figura 3. Porcentaje de inmovilidad de J2 para cada uno de
los tratamientos en los tres tiempos evaluados (24,48, 72 ho-

ras), comparados con su control.

Discusién

La actividad de filtrados de hongos nematéfagos con-
tra especies de nematodos fitoparasitos ha sido repor-
tada en anos anteriores (Cayrol et al., 1989; Mayer et
al., 1999; Kerry, 2000) y los compuestos derivados de
estos hongos con propiedades tdxicas y/o enzima-
ticas, se han registrado como una fuente promisoria
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Tabla 3. Resultados del ANOVA de estadios inméviles de J2 de Meloidogyne spp. durante su tiempo de exposicién en las diferentes

diluciones
Suma de Media
Ori . Gl .. F Val
rigen cuadrados tipo 111 cuadratica alorp
Tiempo de exposicion 0.15 0.007 12.154 <0.000
Tiempo de exposicion 0.13 10 0.001 2.1 0.043
Concentracion

120

100 —

80 —

60 —

40 ~

20 H

Porcentaje de inmovilidad de J2

I I I I I I I
100% 90% 70% 50% 25% 10% ADE

Tratamiento

Figura 4. Promedio del porcentaje de inmovilidad de los )2,
en la variable Concentracién del filtrado, en los tres tiempos
de evaluacién. De acuerdo con el estadistico de comparacién
multiple de medias de Tukey se observa como todos los trata-
mientos presentan diferencias con el control (ADE) (P=0.05)
al igual que entre ellos, excepto en las concentraciones de
100y 90 %, cuyas medias presentan letras iguales (a).

de nuevas sustancias para el manejo de nematodos
parasitos de plantas (Regaieg et al., 2010).

La existencia de efectos adversos de los filtrados de
hongos sobre la eclosion de huevos y la mortalidad de
nematodos parasitos de plantas han sido reportados
por varios estudios (Cayrol et al.., 1989; Mukhtar y
Pervaz, 2003; Regaieg et al., 2010; Yang et al., 2010;
Ayatollahy y Fatemy, 2010), y se ha demostrado como
varios hongos como Aspergillus sp, Penicillium sp, Pae-
cilomyces sp., Talaromyces sp., Curvularia sp., Beauve-
ria sp., Verticillium sp., Gymnoascus sp.) entre otros,
producen toxinas y antibidticos asi como sustancias
que adn no han sido identificadas (Al abed 2008.; Liu
et al., 2008, 2009; Cardona et al., 2008; Ayatollahy y
Fatemy, 2010).

Es importante sefalar como el hongo en estudio,
tuvo la capacidad de afectar los dos estadios evalua-
dos mientras que, existen algunos registros de hongos

en los cuales, se ha observado que solo tienen la ca-
pacidad de inhibir uno de los estadios de los nemato-
dos. En este sentido, Shinya et al., (2008) demostraron
como aislados de Lecanicillium lecanii mostraron una
alta actividad nematicida contra los huevos Hetero-
dera glycines, en donde se observé inhibicion de la
embriogénesis en el huevo (huevos fertilizados pero
sin desarrollo de juveniles) y en los huevos maduros
(con formacién de J2), este hongo evité la eclosion;
sin embargo no tuvo la capacidad de afectar la movi-
lidad de los juveniles. Los resultados obtenidos por la
cepa evaluada, con respecto a la capacidad de afec-
tar J2 y huevos, concuerdan con el efecto del filtrado
de Metacordyceps chlamydosporia sobre huevos y ]2
de Meloidogyne incognita- javanica, en donde las dife-
rentes diluciones del filtrado, ejercieron accion sobre
estos (Mukhtar y Pervaz 2003; Perry et al.,, 2010). De
otra forma, Regaieg et al. (2010) observaron que los
filtrados de V. leptobactrum tenian un efecto sobre
la movilidad de los J2 de M. incégnita en las con-
centraciones de 10 y 50%, e inhibian la incuba-
cion de huevos después de 7 dias de exposicién con
la dilucion de 50%. Los mismos autores, realizaron
estudios de microscopia electrénica de barrido,
demostrando alteraciones e inviabilidad en los huevos
que fueron expuestos al tratamiento.

Adicionalmente, en el caso de Metacordyceps chla-
mydosporia, se encontré la produccién de la toxina
Verticilina A, B 'y C y se observé como las concentra-
ciones de 80y 100% inhibian la incubacion de los
huevos de M. javanica, y que el porcentaje de inhibi-
cion aumentaba proporcionalmente con el tiempo de
exposicion a filtrados crudos. De igual manera se en-
contré que a mayor concentracion, se incrementaba
la tasa de mortalidad de los J2 y que esta a su vez era
directamente proporcional al tiempo de exposicion
(Mukhtar y Pervaz, 2003). Los resultados del presente
estudio, indican la presencia de igual forma de produc-
tos que son exudados hacia el medio, que no han sido
identificados aun, lo cual hace necesario continuar los
estudios en este sentido, con la cepa UdeA0106.

A pesar de que para este estudio no se determiné la
naturaleza quimica de los compuestos del filtrado de
la cepa UdeA0106 que pudieron tener un efecto so-
bre la inhibicion en el porcentaje de eclosion, la mal-

42

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVI No. 2 Diciembre 2014 37-44



formacion de los huevos y en la inmovilidad de los
estadios J2 de Meloidogyne incognita-javanica, existen
investigaciones previas realizadas con otra cepa de
este mismo hongo (Codificada como Cenicafé 9501).
Esta cepa, producia enzimas hidroliticas extracelulares
como quitinasas, una serin proteasa y lipasas (Villa,
2006; Cardona et al., 2007, 2008), que son expresa-
das en procesos complejos que conllevan a la pene-
tracion y degradacion de la cuticula del nematodo
hospedero y su digestion celular, lo cual podria dar
origen a las alteraciones morfolégicas observadas. En
los estudios de Cardona et al. (2008) se determinaron
algunos genes candidatos que se expresaban en la in-
teraccion directa hongo- nematodo, pero se desco-
nocia la probabilidad de que, metabolitos producidos
directamente en el medio, sin ejercer el estimulo de la
interaccion, tuvieran capacidades nematicidas.

Con relacion a lo anterior, desde hace varios anos, Bo-
nants et al. (1995) reportaron el efecto deletéreo del
filtrado de un cultivo de Purpureocillium lilacinum so-
bre huevos de Meloidogyne hapla, sugiriendo que la
causa de este efecto, se debe a una proteasa extrace-
lular que actda sobre huevos; sin embargo, no afect6é
a los J2. Este resultado, también fue registrado por el
efecto del filtrado de Lecanicillium lecanii sobre hue-
vos de Heterodera glycines (Shinya et al. 2008) Meta-
cordyceps chlamydosporia o Purpureocillium lilacinum
que han sido encontrados como hongos parasitos de
huevos y productores de toxinas y enzimas contra ne-
matodos fitoparasitos (Kiewnick y Sikora, 2006).

Se ha descrito, que la forma en que afecta la produc-
cion de toxinas por parte de estos hongos nematéfagos,
ocurre por diferentes vias; Cayrol et al. (1989) sugiere
que algunas toxinas producidas por hongos poseen por
ejemplo un mecanismo de accién sobre los receptores
neurotrépicos de los nematodos. Adicionalmente, se
ha encontrado que un ndmero de hongos nematofa-
gos, conocidos por su actividad proteolitica y quitinoli-
tica, causan serias alteraciones a la estructura cuticular
de los huevos, cambios en la permeabilidad de la pared
de éstos o producen perforaciones en la cuticula de
los embriones. Lo anterior, es producido por enzimas
y metabolitos téxicos, que a su vez pueden causar des-
ordenes fisioldgicos (Mukhtar y Pervaz, 2003). Debido
a los registros existentes, seria importante estudiar, si
este tipo de metabolitos producidos en el medio por la
Cepa UdeA0106, los cuales son producidos sin estimu-
lo por parte del nematodo, eventualmente podria estar
explicando la formacién de vacuolas al interior de los
huevos de Meloidogyne spp.

Conclusiones

Los resultados obtenidos por esta investigacion de-
muestran como diferentes concentraciones del filtra-
do del cultivo de la cepa UdeA0106, obtenidas en
el medio CPG, afectaron el desarrollo y eclosion de los
huevos, asi como la movilidad de los ]2 de Meloidogy-

ne spp. De acuerdo con estos resultados, es necesario
continuar con las investigaciones relacionadas con el
uso de filtrados o metabolitos de los hongos biocon-
troladores de nematodos, ya que en un futuro, ésta
podria constituirse en una alternativa en la produccién
de bioformulados en nuestro medio.
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