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RESUMEN

Nacobbus aberrans es un nematodo de importancia y econOmica a nivel
internacional. Como respuesta a las actuales restricciones en el uso de
nematicidas quimicos, se necesita generar nuevos productos para el control de
nematodos. Los hongos entomopatogenos son una fuente de nuevas moléculas
con actividad nematicida y nematostatica. Los depsipéptidos que generan estos
hongos muestran actividad biologica y efecto insecticida en diferentes especies de
insectos plaga, por lo que se consideran como agentes de control, sin embargo
son pocos los estudios realizados con N. aberrans. Es por ello que el objetivo del
presente trabajo fue estudiar el efecto nematostatica de extractos liofilizados
obtenidos de tres cepas de Metarhizium anisopliae, sobre N. aberrans en
condiciones de laboratorio. Se emplearon tres cepas de M. anisopliae Uam-X,
Tac-1y Xoch-8 que se crecieron en medio harina de avena al 1.5%, glucosa 0.5%
durante siete dias. Posteriormente, el extracto se obtuvo por centrifugacion vy
filtracion, posteriormente se liofiliz6. Se determinaron los pardmetros de
produccién de conidios, viabilidad, crecimiento radial, densidad superficial y
concentracion de péptidos, donde la cepa Uam-X obtuvo la mayor produccion de
conidios (2.3X107), las tres cepas presentaron la misma viabilidad (95-97%) y
crecimiento radial (0.205-0.249 cm), la cepa Xoch-8 presentd mayor densidad
superficial (17.39 mg/cm?) y la cepa Tac-1 tuvo la mayor concentracién de
péptidos (0.1321 mg mL™"). Para evaluar la capacidad nematostatica de los
extractos de las tres cepas de M. anisopliae, se agregaron 600 ppm de cada
liofilizado en 10 mL de agua destilada estéril; cada liofilizado se constituyé en un
tratamiento ademas del testigo (agua destilada estéril), con cuatro repeticiones por
tratamiento (16 unidades experimentales). En cada tratamiento se colocaron 40
individuos de N. aberrans en el estadio J2, en condiciones de oscuridad a 25°C. A
las 24, 48 y 72 horas se contabiliz6 la inmovilidad de los individuos J2, se utilizé un
microscopio estereoscépico. Los datos fueron analizados mediante un disefio
mixto con medidas repetidas en el tiempo (JMP versién 8).



La cepa Xoch-8 presenté mayor efecto nematostatico respecto de Uam-X'y Tac-1,
los extractos de naturaleza proteica obtenidos de M. anisopliae tuvieron un efecto
biolégico sobre los J2 de N. aberrans disminuyendo su movilidad.

. INTRODUCCION

Nacobbus aberrans ocasiona peérdidas en el rendimiento de cultivos de
importancia econdmica, éste patdégeno de plantas tiene la capacidad de parasitar
una amplia gama de hospederos; su alta capacidad reproductiva y facultad para
establecerse en diferentes condiciones medioambientales obligan a los paises
libres del nematodo a generar normas fitosanitarias para evitar su entrada
(Manzanilla-Lopez et al., 2002). Por lo anterior, es considerado como uno de los
diez nematodos de importancia fitopatolégica a nivel internacional (Jones et al.,
2013). N. aberrans se caracteriza por deformar y disminuir el desarrollo radicular,
forman agallas 6 nodulos que inducen a la formacién de hinchamientos en las
raices, las cuales limitan el flujo de nutrientes, lo que tiene como consecuencia la

disminucién en el rendimiento de los cultivos afectados (Franco et al., 1999).

En México, N. aberrans ha ocasionado pérdidas hasta del 55% en el cultivo de
tomate y 36% en el cultivo de frijol (Manzanilla-Lopez et al., 2002); en el Estado de
Michoacan se encuentra afectando cultivos horticolas comerciales con indices de
agallamiento del 10 al 100% (Cabrera-Hidalgo et al., 2015).

Las alternativas para controlar las especies de nematodos del género Nacobbus
se realizan mediante la aplicacién de practicas culturales, control biolégico, fisico,
legal, genético y principalmente el quimico. Del 2001 al 2009 el consumo de
ingredientes activos utilizados para agroquimicos en México aumenté en un 100%
(FAOSTAT, 2014). El uso de plaguicidas ha ocasionado dafios al medio
ambiente ya que es una de las principales fuentes de contaminacion del agua
dulce con compuestos carcindgenos y téxicos (FAO, 2002); ademas, el uso
incorrecto de los productos causa residualidad en suelos y toxicidad en alimentos.



Por a lo anterior, se han generado restricciones en el uso de los nematicidas
quimicos, como carbamatos y organofosforados, ingredientes utilizados como
nematicidas. Estas restricciones conducen a la necesidad de generar alternativas
de control para nematodos parasitos de plantas, mediante el uso de otros
organismos o la generacion de nuevas moléculas nematicidas con menor impacto
negativo al ambiente. Actualmente, el control biolégico ha recibido un mayor
impulso en el sector industrial, comercial y académico (Davies y Spiegel, 2011).
Dentro de los organismos utilizados de forma comercial para el control de
nematodos se encuentra el uso de conidios de los hongos Paecilomyces lilacinus,
Bacillus sp. y Trichoderma sp. (DIPO, 2012). Por otro lado, se han encontrado
moléculas de diferentes hongos con actividad nematostatica y nematicida (Li y
Zhang, 2014); sin embargo, son pocos los estudios realizados con N. aberrans
(Flores-Camacho et al., 2008).

También Metarhizium anisopliae es uno de los hongos entomopatdégenos
utilizados para reducir poblaciones de insectos (Sun et al., 2002). Se ha
encontrado que los metabolitos producidos por éste hongo son téxicos a un amplio
rango de animales (Gupta et al., 1993; Roberts y Leger, 2004; Carollo et al., 2010)
hongos, bacterias y virus (Krasnoff et al., 2006).

Con base en lo anterior, el presente trabajo abordara el estudio de la actividad
nematostatica de extractos liofilizados de cultivo de M. anisopliae obtenido por

fermentacién liquida, sobre N. aberrans en condiciones de laboratorio.

Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia agricola y economica de los nhematodos fitopatdogenos

La importancia de los nematodos parasitos de plantas radica en la capacidad de
afectar una gran variedad de cultivos agricolas de importancia econémica (Putten
y Stoel. 1998; Siddiqui et al., 2014), y en la disminucion en el rendimiento de los

cultivos afectados.



A nivel mundial se estima que los dafnos causados por nematodos en las plantas
ascienden a 80 mil millones de dolares por afno (Nicol et al., 2011); aunque sélo es
una estimacion, debido a que muchos paises en desarrollo no cuantifican
correctamente o no perciben los dafos causados por nematodos. Ademas, las
pérdidas en la produccidén agricola varian de un ciclo a otro, tiempo en el que
influyen las variedades del cultivo, las condiciones climaticas y los factores biéticos
del suelo (Chen et al., 2011). En algunos casos las pérdidas pueden ser del 20%;
sin embargo, en cultivos basicos que son de autoconsumo, las pérdidas son
mayores, incluso llegan a sobrepasar el umbral econdémico (Lilley et al., 2011). En
diferentes zonas productoras del mundo los nematodos fitoparasitos ocasionan

una disminucion en la produccion de alimentos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje de pérdidas de rendimiento causadas por nematodos fitoparasitos

Pais Cultivo Pérdida (%) Nematodo Fuente
E.U.(Minnesota) Soya 30 Heterodea glycines Chen et al., 2011
Australia (Victoria)  Cereales 44 Pratylenchus Vanstone et al., 2008

neglectus
México Tomate 55 Nacobbus aberrans ~ Manzanilla-Lopez et al.,
2002
México Frijol 36 Nacobbus aberrans ~ Manzanilla-Lopez et al.,
2002

En Estados Unidos las pérdidas anuales en las cosechas ocasionadas por
nematodos se estiman hasta por dos mil millones de ddlares; para su control se
invierten hasta 60 millones de délares anuales en el uso de nematicidas (Cano et
al., 2004).

Los nematodos tienen la capacidad de diseminarse facilmente en campo como
resultado del manejo realizado por los productores mediante el uso de
herramientas, embalajes, suelo, o productos que se desplazan de un cultivo
parasitado a uno libre de nematodos fitopatdégenos. Cuando no se realiza un
control adecuado, estos organismos pueden distribuirse para infectar diferentes
zonas productoras a través de los anos (Chen et al., 2011). La posibilidad de que

una planta sea parasitada por nematodos se potencializa ya que existen mas de



4,100 especies de nematodos patdgenos de plantas (Jones et al., 2013). Se sabe
que el dafo ocasionado por fitonematodos en una planta puede llegar a 75%,
causando una fuerte pérdida en los sistemas de produccién de éste cultivo
(Montes, 2000; Velasquez-Valle et al., 2006).

Considerando lo anterior, el manejo y control de los nematodos parasitos de
plantas es esencial para mantener una produccién econémicamente rentable de
los cultivos en los sistemas agricolas intensivos y para garantizar la seguridad
alimentaria de los agricultores de subsistencia o de escasos recursos (Lilley et al.,
2011, Siddiqui et al., 2014).

2.2 Importancia agricola y econémica de N. aberrans

N. aberrans es considerado como uno de los 10 nematodos mas importantes a
nivel internacional (Jones et al.,, 2013), las caracteristicas por las que se le
atribuye la importancia son: su alta capacidad reproductiva, un amplio rango de
hospederos y las restricciones cuarentenarias que se le aplican (Manzanilla-Lopez
et al., 2002). En Estados Unidos de América, N. aberrans se encuentra entre las
principales especies de fitonematodos que ocasionan pérdidas en el cultivo de
remolacha (Inserra et al., 1984). En el estado de Puebla, México se reportaron
pérdidas en los cultivos de frijol de 18 a 36% y en tomate de 50 a 60% (Silva,
1989; Martinez-Fuentes et al, 2010). Asi mismo, las pérdidas estimadas
ocasionadas en tomate para Tecamachalco, Puebla son del 50 al 70% (Cid del
Prado et al, 1997). En 2002 se reportaron pérdidas hasta del 55% en el cultivo de
tomate y 36% en el cultvo de frijol (Manzanilla-Lépez et al., 2002). Michoacan
obtuvo cultivos horticolas comerciales con indices de agallamiento del 10 al 100%
(Cabrera-Hidalgo et al., 2015). De la amplia gama de plantas hospederas de N.
aberrans destaca por su importancia econémica el cultivo de chile (Capsicum
annum L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), papa (Solanum tuberosum L.), frijol
(Phaseolus vulgaris L.), lechuga (Lactuca sativa L.) y remolacha (Beta vulgaris L.)
(Toledo et al., 1993).



2.3 Distribucién geografica

N. aberrans es asociado a numerosos cultivos y plantas nativas en areas
templadas y subtropicales de América del Norte y Sud-América (Figura 1); su
distribucién va del nivel del mar hasta los 4000 msnm (Hernandez-Ochandia et al.,
2012). En los Estados Unidos se le ha localizado en los estados del Centro y
Noreste, especificamente en Arkansas, Colorado, Kansas, Montana, Nebraska,
Sur de Dakota, Utah y Wyoming (Robbins, 1982). En paises del oeste de Sur
América se encuentra principalmente en Ecuador, Peru, Bolivia, Chile y Argentina,
siendo una de las principales plagas en el cultivo de papa y remolacha

(Manzanilla-Lépez et al 2002).

En México, N. aberrans se localiza en los estados de Puebla, Hidalgo, México,
Oaxaca, Guanajuato, Morelos (Toledo et al., 1993), Zacatecas (Franco et al.,
2012), Michoacan (Cabrera et al., 2015), San Luis Potosi y Aguascalientes (Valle,
2001).

'S o Ubicacion de Nacobbus aberrans en América.

@ Ubicacion de Nacobbus aberrans en México.

Figura 1. Lugares reportados con presencia de N. aberrans en América y México.
Elaboracién propia (2016).
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2.4Ciclo de vida

N. aberrans pasa parte de su vida en el sistema radicular de las plantas. Su ciclo
de vida inicia cuando las hembras secretan una matriz gelatinosa y ponen los
huevos en la matriz gelatinosa. Dentro del huevo se completa su desarrollo
embrionario y el primer estadio juvenil (J1) muda dentro del huevo y eclosiona
como segundo estadio juvenil (J2), el cual puede penetrar en la raiz, salir y
reinfectar otras raices. El J2 muda en la raiz al tercer estadio juvenil (J3), el cual
es menos activo y se localiza frecuentemente enrollado en la corteza de la raiz. La
muda del cuarto estadio juvenil femenino (J4) ocurre en la corteza, después de
este estado las hembras inmaduras vermiformes se establecen cerca del cilindro
vascular induciendo la formacion de agallas radicales, dentro de las cuales se
localizan las hembras endoparasitas sedentarias que producen los huevos y los
depositan hacia la superficie de la raiz. Los machos migran en la raiz para
localizar a las hembras y fertilizarlas (Manzanilla-Lopez et al., 2002).

Los estadios juveniles J3, J4 y hembras jévenes son los estadios infectivos de
este nematodo. Los estadios juveniles atacan raices y generalmente inducen
pequenas agallas (Cristébal et al., 2001). Después de la penetracion en la raiz se
puede observar la presencia de necrosis en el tejido cortical. Los nematodos
mudan, pudiendo o no atravesar por un periodo de quiescencia (Figura 2). Esto
depende del hospedante y de la temperatura. Una vez que las hembras inmaduras
se forman, pueden salir del tejido radicular, atacar raices adyacentes o migrar
dentro del tejido radicular y establecerse, causando agallas radiculares.
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Figura 2. Ciclo de vida de Nacobbus aberrans (Manzanilla-Lépez et al., 2002).

El manejo de N. aberrans es insatisfactorio, esto se debe a la falta de informacion
relacionada con su ciclo biologico, sus estadios de sobrevivencia en el suelo y los
métodos de diagnéstico rapidos y confiables para su deteccién en muestras de
suelo (Cristébal et al, 2001). Al parecer, esto limita en mayor medida su control, ya
que éste patdgeno puede encontrarse en el suelo en un estado de reposo llamado
criptobiosis (Manzanilla-Lopez et al., 2002).

2.5 Métodos de control
El control de las especies del género Nacobbus se realiza principalmente por
practicas de manejo integrado de los nematodos fitopatdégenos, en donde destaca

el control cultural, control fisico, quimico, legal, genético y biolégico.
2.5.1 Control fisico

El control fisico se refiere a la introduccibn de un agente fisico como la
temperatura, humedad o radiacidén solar, que resulten letales para los nematodos.
Entre las practicas de éste tipo de control se encuentra la vaporizacion
(introduccion de vapor de agua en el suelo bajo cubierta plastica), la solarizacion
(voltear el suelo humedo hacia la superficie y cubrirlo con plastico transparente

para secarlo al sol) y la inundacion del suelo (Cepeda, 1996).
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La incorporacién de materia organica al suelo, provee de nutrimentos disponibles
a las plantas e incrementa la actividad microbiana del suelo; ademas, puede
ayudar a controlar poblaciones de nematodos fitopatogenos. En un experimento
realizado por Villa-Briones (2008), la aplicacion de vermicomposta y estiércol
redujo significativamente la formacion de agallas por N. aberrans en cultivo de
jitomate (Solanum lycopersicum). En otro experimento realizado con plantas de
tomate, se probo el efecto de la incorporacién de residuos de col e higuerilla en
plantas en diferentes concentraciones y dias de aplicacion; uno de los resultados
fue la reduccion de un 46% y 54% en el porcentaje de agallamiento por N.
abberrans al aplicar, al momento de trasplante, un 2% de residuos de col e
higuerilla, respectivamente. Sin embargo, la aplicacién de materia organica diez
dias antes del trasplante tuvo efecto fitotoxico para algunas plantas (Franco et al.,
1999).

2.5.2 Control quimico

En México el uso de agroquimicos para el control de nematodos es el mas comun.
La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién
(SAGARPA) hasta octubre de 2014 registr6 una lista de 113 empresas
productoras e importadoras de plaguicidas de uso agricola, de las cuales sélo
nueve de ellas se dedican a la compra venta de nematicidas organicos o
biolégicos (SENASICA, 2014); esto, se debe a que el control con quimicos
sintéticos es mas facil y el que ofrece resultados relativamente rapidos y precisos;
sin embargo, su uso irracional ha generado problemas en la salud humana, en el
ambiente y ha creado en las especies de nematodos resistencia a los
nematostaticas sintéticos; por lo que una alternativa al uso creciente de

agroquimicos, es el uso de productos organicos o biolégicos (FAOSTAT, 2014).
2.5.3 Control legal

En México, la SAGARPA ejerce un control sanitario en nematodos a través de la
elaboracion de Normas Oficiales Mexicanas (NOM) por medio de las que aplica
cuarentena a diferentes cultivos y plagas reguladas. Los nematodos de

importancia cuarentenaria son reconocidos o potencialmente peligrosos para un

13



pais o area en la cual no estan presentes y, si lo estan, no se encuentran
distribuidos o se encuentra bajo control oficial. Actualmente, se tiene restringido el
acceso al pais de cultivos que tienen nematodos de importancia cuarentenaria
(Cuadro 2). En el interior de la Republica Mexicana el nematodo dorado
(Globodera rostochiensis) y el nematodo agallagor (Meloidogyne chitwoodl) en el
cultivo de papa estan confinados a ciertos municipios, mismos que se encuentran
bajo control fitosanitario bajo la Norma Oficial Mexicana NOM-040-FITO-2002
(Cuadro 3).

Cuadro 2. Cultivos en cuarentena para México por la presencia de nematodos de importancia

cuarentenaria

, Norma Oficial
Cultivo Nombre del nematodo Mexicana
Algoddn Tylenchorhynchus claytoni NOM-014-FITO-1996
Platano Radopholus similis NOM-010-FITO-1995
Citricos (generos Citrus, Radopholus similis, Xiphinema 1A i
Fortunela'y Poncirus) index NOM-011-FITO-1995

Aphelenchoides besseyi, Ditylenchus

Arroz angustus y Heterodera oryzae NOM-013-FITO-1995
Trigo Anguina tritici NOM-017-FITO-1995
Maiz Heterodera zeae NOM-018-FITO-1995

Fuente: Tomado y modificado a partir de Normas Oficiales Mexicanas.

En el grupo de nematodos patdégenos de plantas de América del Sur se encuentra
Nacobbus aberrans, un formador de quistes en los tubérculos de papa; para éste
nematodo, al menos 40 paises han aplicado medidas de cuarentena para prevenir
su introduccion y diseminacion (Manzanilla-Lépez et al., 2002). En Europa se
considera que las poblaciones de nematodos formadores de quistes en el
tubérculo de la papa son un riesgo fitosanitario, principalmente desde América del
Sur, por ésta razén se fortalece el uso de la legislacién fitosanitaria para evitar su
introduccién y diseminacion en el pais (Hockland et al., 2012).
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Cuadro 3. Municipios y Estados con cuarentena para Globodera rostochiensis y Meloidogyne

chitwoodi en México

Nematodo Estado Municipio
L . Leodn, San Francisco del Rincon, Silao, Romita y Purisima del

G. rostochiensis Guanajuato L
Rincén.

G. rostochiensis Nuevo Ledn Galeana

G. rostochiensis Coahuila Arteaga y Saltillo

G. rostochiensis Distrito Federal Delegacién de Tlalpan y Milpa Alta

G. rostochiensis Hidalgo Metztitlan y Almoloya

G. rostochiensis Tlaxcala Cuapiaxtla, AItzayancg, El Carmen Tequexquita, Huamatla,
Terrenate, Tlaxco y Chiautempan.
Aquixtla, Ixtacamaxtitlan, La fraguada, Guadalupe Victoria,

G. rostochiensis Puebla Atzitzintla, Tehuacan, Chalchicomula de Sesma, Huitzialn de
Serdan, Quimixtlan y Tlachichuca.

G. rostochiensis Veracruz Perote, Ayahualulco, Altotonga, Coscomatepec y Xico.
Zinacantepec, Temascaltepec, Calimaya, San Antonio la Isla,

G. rostochiensis Estado de México Rayén, Amanalco, Morglos, Naucalpan de Juarez, Donato
Guerra, Lerma, San Felipe del Progreso, Valle de Bravo y
Metepec.

M. chitwoodi Tlaxcala Huamantla, Altzayanca, Cuapiaxtla y el Carmen Tequexquitla.

M. chitwoodi Puebla Guadalupe Victoria

Fuente: NOM-040-FITO-2002

2.5.4 Control genético

Una de las alternativas para el manejo fitosanitario de nematodos, es el uso de

material vegetal de origen agricola tolerante a la accién patogénica de nematodos

fitopatdogenos. En el caso de frijol, existen variedades mejoradas con diferente

grado de susceptibilidad a N. aberrans. La variedad tolerante Flor de Mayo “M-38”

es tolerante al ataque de N aberrans y la variedad “Bayo Mecentral’ es resistente

(Franco et al, 2012). En el caso de 60 variedades de tomate (Solanum

lycopersicum L.) se desarroll6 un estudio para determinar la resistencia a N.

aberrans y se encontré a las variedades Cémala 1-11-4-1 y 1-24-3-1 como

materiales altamente susceptibles a N. aberrans, en comparacion con las

variedades Campbell 34, 1-29-3-1 y Napoli VF con ciertos niveles de tolerancia a

ésta especie (Zamudio, 1987).
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2.5.5 Control bioldgico

El campo del control biologico de nematodos se encuentra en desarrollo, la
relacion entre nematodos y hongos que los infectan es objeto de diferentes
estudios, los hongos antagonistas y parasitos de nematodos se conocen como
nematéfagos y endofitos. Los nematdéfagos son un grupo diverso de hongos que
colonizan y parasitan nematodos para su alimentacidén, algunos son parasitos
obligados de nematodos, sin embargo, la mayoria son saprofitos facultativos
(Hallmann et al., 1999). En este sentido constantes investigaciones se enmarcan
en el objetivo de encontrar alternativas biolégicas, que limiten la proliferacién de
nematodos fitopatdbgenos, es asi como se estudian a diferentes hongos
nematofagos como posibles agentes de control biolégico, entre ellos se encuentra
Pochonia chlamydosporia var. chlamydosporia quien mostré resultados positivos
en aislamiento in vitro e in vivo contra huevos de Meloidogyne javanica, donde se
observé un porcentaje de parasitacion de huevos de 85 y 40, respectivamente
(Ebadi et al., 2009). En contraparte, diferentes estudios muestran que la eficiencia
de los agentes de control reportadas en campo, son menores que las reportadas
en laboratorio (Tian et al., 2014; Ebadi et al., 2009), lo anterior se debe a que los
organismos dependen de las condiciones del suelo para mejorar la eficiencia de
control biolégico (Luambano et al., 2015), y al lento crecimiento que presentan los
hongos nematéfagos en el suelo. Por lo anterior, para tener una mayor efectividad
biolégica de parasitismo hongo-nematodo, en campo la aplicacion de un mayor
porcentaje de hongos nematéfagos debe ser necesario (Tian et al., 2014).

En la actualidad de forma comercial el desarrollo de cepas de hongos para el
control bioldégico de nematodos se reduce al uso de las especies Paecilomyces
lilacinus, Bacillus sp. y Trichoderma sp. (Cuadro 4);
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Cuadro 4. Ingredientes activos utilizados para el control de nematodos

Nombre comercial

Empresa de nematicida Sustancias activas Clasificacion
Distribuciones IMEX S.A. de NEOTEC SO Aceite de sésamo Agricola
C.V.

Agroquimicos Versa S.A.de  Chimal Paecilomyces lilacinus Biolégico
C.V.

Innovak Global Nemaroot Paecilomyces lilacinus Bioldgico
Plant Health Care De Phc Lila Tron Paecilomyces lilacinus Bioldgico
México, S. de R.L. de C.V.

Promotora Técnica SPECTRUM Pae L Paecilomyces lilacinus Bioldgico
Industrial, S.A. de C.V.

Biocampo, S.A. De C.V. Nematrol Plus Quitosan Organico
Agrobiologicos Del LILA-SIN WP Paecilomyces lilacinus Orgénico
Noroeste, S.A. De C.V.

Greencorp Biorganiks De Nemaxxion Biol Bacillus spp, Extracto de  Orgénico
Mexico, S.A. De C.V. Tagetes erecta

Quimica Sagal, S.A Nematar Quitosan Orgénico
Quimica Amvac de México,  COUNTER FC-5% G Terbufos Quimico
S.A. De C.V. Sistémico
Quimica Amvac de México, NEMACUR 400 CE Fenamifos Quimico
S.A.De C.V

Quimica Amvac de México, Mocap 15G Etoprofos Quimico
S.A.De C.V

Bayer de México S.A. De Nemacur 240 S Fenamifos Quimico
C.V. Sistémico
Provindustrias de Occidente, Avance 5G Terbufos Quimico.
S.A. De C.V.

Syngenta S.A. Madrid Nemathorin 150 Fostiazato Quimico
Green Corp Fullkover Mf Jasmonatos +Chitosan Orgénico
Green Corp Best Ultra Acidos fulvicos, Bacillus Orgénico

spp, extracto de algas
marinas y Trichoderma

SPP.

Fuente: Elaboracion propia a partir de registros ante La Comisién Federal para la Proteccién Contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS) y Diccionario de Insumos para la Produccion Organica (DIPO) 2012.

La efectividad biolégica de que un hongo interactie de forma positiva en contra de
los nematodos fitopatdgenos, se debe a los mecanismos de accidon nematéfaga de
las cepas de hongos mismas que se dividen en cuatro grupos (Moosavi y Zare,
2012):

e Atrapa nematodos. Estos hongos utilizan trampas adhesivas o hifas

mecanicas para atrapar a sus presas, estos desarrollaron dos mecanismos
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utilizados en la captura de los nematodos, el primero es la construccion de
anillos y el segundo son las trampas adhesivas (Hyde et al., 2014). Como
ejemplo de este tipo de depredador de nematodo, se encuentra
Arthrobotrys spp. (Gives et al., 1994 y Arias et al., 2013).

e Endoparasitos. Estos hongos son parasitos obligados que desarrollan todo
su ciclo en el hospedero, pocas veces son saproéfitos, infectan nematodos
parasitos de plantas a través de sus esporas, éstas pueden ser ingeridas
por el nematodo y posteriormente germinar dentro del propio nematodo o
pueden adherirse a su cuticula para penetrar por medio de hifas. Un
ejemplo de endoparasito es Drechmeria coniospora (Jasson, 1994; Ebadi et
al., 2009).

e Parasitos de hembras y huevos. Generalmente los hongos que parasitan
huevos y quistes son mas numerosos que aquellos que infectan a las
hembras. Estos hongos pueden vivir en la rizosfera y han sido
considerados como agentes de control prometedores, su mecanismo de
accion utiliza apresorios de zoosporas para infectar a sus hospederos;
entre los mas utilizados se encuentran Pochonia chlamydosporia
(Luambano et al., 2015), Haptocilliun sp., Hirsutella sp. y Paecilomyces sp.,
de este ultimo, en el mercado de nematicidas, se cuentra con cepas
comerciales de la especie P. lilacinus utilizadas en control biologico.
Diferentes hongos nemat6fagos producen quitinasas que pueden ser
importantes en el proceso de la infeccion de los huevos y las larvas de los
nematodos. Un reciente estudio probd la accion nematicida de quitinasas
extracelulares producidas por Monacrosporium thaumasium en el
nematodo Panagrellus redivivo en donde la produccion de enzimas
quitinasas caus6 una reduccion del 80% en el numero de larvas de P.
redivivus, en comparacion con el grupo control (Freitas et al., 2015).
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e Hongos productores de toxinas. Estos hongos secretan una toxina que
inmoviliza a los nematodos, previo a la penetracion de la hifa a través de la
cuticula del nematodo. Los efectos téxicos del cultivo de hongos y extractos
sobre los nematodos vermiformes y huevos han sido reportados por
diferentes especies de hongos (Cuadro 5). Estos hongos producen in vitro
componentes nematicidas y nematostaticos, aunque el papel que juegan de
parasitismo in vivo, no se ha estudiado a fondo, por lo anterior la busqueda
de nuevos compuestos con actividad nematicida es un campo por explorar

con mas precision (Moosavi y Zare, 2012).

2.6 Hongos productores de metabolitos nematotéxicos

Los hongos filamentosos tienen una estructura vegetativa caracteristica
denominada micelio, que se encuentra constituido por el conjunto de hifas
ramificadas. Estos hongos sintetizan una amplia variedad de productos naturales
nombrados metabolitos secundarios; éstos generalmente son moléculas de bajo
peso molecular que no se requieren para el crecimiento o desarrollo del organismo
productor, sin embargo se cree que ayudan al hongo a competir con éxito contra
otros organismos en su habitat natural. En consecuencia, muchos metabolitos
secundarios tienden a ser compuestos con efectos téxicos o inhibidores sobre
otros organismos (Shwab y Keller, 2008). Su produccion es un proceso complejo
gue a menudo se acopla con el desarrollo morfologico en hongos filamentosos; su
sintesis también se puede vincular al proceso de esporulacién (Calvo et al., 2002),
a la senalizacion en hongos, plantas, interacciones fungicas, interacciones hongo-
insecto y como protectores de estrés. Los hongos entomopatégenos también
reportan un elevado numero de metabolitos secundarios producidos. Mismos que
han sido examinados y caracterizados, algunos pueden ser de estructura organica
simple, pero con frecuencia son compuestos de estructura un poco mas compleja,
muchos de ellos son toxinas peptidicas que se derivan de otros metabolitos
primarios (Borges et al.,, 2010). En la mayoria de los casos, la funcién exacta de
metabolitos secundarios de los hongos, incluyendo Metarhizium spp., es
desconocido (Krasnoff et al., 2006), sin embargo mas de 200 compuestos
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nematicidas y nematostaticos que se han obtenido a partir de hongos, éstos
pertenecen principalmente a alcaloides, quinonas, piranos, furanos, péptidos,
macrélidos, terpenoides, acidos grasos y aromaticos simples, entre otros y cerca
de 280 especies de hongos en 150 géneros de Ascomycota y Basidiomycota se
sabe que producen compuestos toxicos que son activos contra los nematodos (Li
y Zhang, 2014).

Entre los alcaloides que han probado aptitudes nematicidas se encuentra el
alcaloide parahercuamida, mismo que fue aislado originalmente de Penicillium
paraherquei (Yamazaki et al., 1981), y seis analogos, obtenidos de Penicillium
charlesii que poseian actividades nematicidas contra Caenorhabditis elegans con
valores de DLso en el rango de 2.5 a 160 mg ml'" (Ondeyka et al., 1990).

En diferentes estudios en donde no se especifica el metabolito nematicida o con
actividad nematostatica hacia los diferentes géneros de nematodos se utilizan los
extractos de la fermentacion de hongos, como es el caso de 13 cepas de
Fusarium oxysporum que producen extractos de cultivo tdxicos para los
nematodos, este hongo fue probado contra Meloidogyne incognita (Hallmann y
Sikora 1996). Existen diferentes estudios en donde se utilizan no solo moléculas
especificas, si no extractos de hongos en donde no se conoce el compuesto que
actua en el nematodo (Cuadro 5).

Cuadro 5. Estudios realizados con extractos y compuestos de hongos con actividad nematicida y

nematostéatica

COMPUESTO / PRUEBA CON
EXTRACTO HONGO NEMATODOS REFERENCIA
trans-2 .aCIdO Pleurotus ostreatus Panagrellus redivivus Kwok et al. (1992)
decanoico
Fumiauinonas Bursaphelenchus

9 . Aspergillus fumigatus xylophilus Pratylenchus  Hayashi et al. (2007)
Pseurotina

penetrans

Extracto Paecilomyces lilacinus M. incognita Sharma et al. (2014)
Extracto Acremonium implicatum M. incognita Tian et al. (2014)
Extracto Chaetomium globosum M. incognita Hu et al. (2013)
Caetoglobosina Chaetomium globosum M. incognita Hu et al. (2013)
Extracto Aspergillus flavus Meloidogyne incognita (S1|gg|1q)w y Husain
Extracto Aspergillus niger M. incognita Siddiqui y Husain

20



Acido linoleico

Acido 3-Hidroxi
propiénico
Patulina,
penicilico

Acido

Beauvericina

Extracto

Extracto

Extracto
Extracto

Arthrobotrys brochopaga
A. conoides

A. dactyloides
Chlorosplenium sp.
Dactylella candida

Melanconium betulinum

Aspergillus sp.
Penicillium sp.

Beauveria bassiana
Fusarium bulbicola

Stagonospora
heteroderae
Neocosmospora
vasinfecta

Fusarium solani
Verticillium leptobactrum

M. incognita
Caenorhabditis elegans

M. incognita

M. incognita

M incognita.
C. elegans
B. xylophilus

Heterodera glycines

H. glycines

H. glycines
M. incognita

(1991)

Anke et al. (1995)

Schwarz et al. (2004)

Li y Zhang (2014)

Li y Zhang (2014)

Chen y Dickson ( 2000)

Chen y Dickson ( 2000)

Chen y Dickson ( 2000)
Regaieg et al. (2010)

2.6.1 Hongos endofitos

Los hongos endoéfitos son un grupo polifacético de microorganismos que pueden
prosperar de forma asintomética en los tejidos de las plantas sobre el suelo, asi
como bajo la tierra, incluyendo los tallos, las hojas, y/o raices (Kusari et al., 2012).
Los hongos enddfitos que producen metabolitos téxicos a los nematodos son
agentes de biocontrol prometedores (Sikora et al., 2008).

Investigaciones recientes muestran una relacion compleja entre los enddéfitos de
transmision vertical que viven dentro de las gramineas y las plagas que los atacan
(Raman et al., 2012). También se sabe que la presencia de hongos endéfitos en
pastos, ayudan a disminuir el desarrollo de nematodos, es el caso del hongo
endoéfito Neotyphodium coenophialum, mismo que le confiere resistencia al pasto
Festuca alta, a algunos nematodos parasitos de las plantas, ademas de ésta
especie se aisldé ergovalina, un alcaloide con actividad repelente y nematicida
(Bacetty et al., 2009).

Diferentes alcaloides del hongo Claviceps purpurea causante de la enfermedad
Cornezuelo de Centeno interacttan como antagonistas en los receptores del
neurotransmisor monoamina, serotonina,

la dopamina, la adrenalina y la
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noradrenalina (Panaccione et al, 2014). Los neurotransmisores dopamina,
serotonina y acetilcolina se han detectado en varias especies de nematodos
(Sharpe y Akinson 1980; Stewart et al, 2001) mismos que influyen en su
comportamiento. La acetilcolina esta involucrada en la locomocion, controlando
iniciacion de onda durante el movimiento, la puesta de huevos y en el
comportamiento de apareamiento masculino (Hallam et al., 2000; Garcia et al.,
2001).

Algunas especies de plantas de la familia de gloria de la mafana
(Convolvulaceae) también forman simbiosis con hongos endéfitos de la familia
Clavicipitaceae que producen liolina, un alcaloide con actividad nematicida
(Bacetty et al., 2009).

Undifilum oxitropis, es un endoéfito de la planta Astragalus sp. misma que produce
el alcaloide swainsonina (Wu et al.,, 2014). Ademas, se han reportado otras
especies de hongos no descritos que forman simbiosis con las plantas de la
familia Convolvulaceae para producir el alcaloide swainsonina (Cook et al., 2014.,
Grum et al., 2013), misma que se conoce como la toxina que produce sintomas
cronicos neuro-musculares en el ganado de pastoreo después de que éste
consume a las plantas hospederas de los hongos endéfitos que lo producen. Es
importante mencionar que se desconoce la actividad biol6gica de éste alcaloide en
insectos y nematodos. Uno de los hongos filamentosos que producen este
alcaloide es Metarhizium anisopliae.

2.6.2 Metabolitos secundarios obtenidos de Metarhizium spp
Metarhizium es un género de hongos entomopatégenos usados en todo el mundo
como alternativa a los insecticidas quimicos en los programas de control de plagas
y enfermedades en vectores agricolas. Diferentes cepas de Metarhizium se han
reportado como productores de moléculas pequenas, que tienen un efecto toxico
para los insectos o tienen uso médico potencial (Roberts y Leger., 2004). Entre los
metabolitos que produce el hongo se encuentran las destruxinas, una clase de
insecticidas, anti-viral y depsipéptidos ciclicos fitotoxicos que también se estudian
por su toxicidad para las células cancerosas. Diversos hongos tienen la capacidad
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de producirlas. Se ha establecido una relacién directa entre la produccion de
destruxinas y la virulencia del entomopatégeno M. anisopliae (Pal et al., 2007).
Otros metabolitos que produce el hongo son el acido oxalico y acido 2, 6-
piridindicarboxilico (Borges et al,, 2010). De la especie Metarhizium flavoviride
fueron aislados los compuestos viridoxinas A y B que posteriormente se
ensayaron en su actividad insecticida en larvas del escarabajo colorado de la papa
(Leptinotarsa decemlineata), en donde se determind LCso de 40 y 50 ppm (Gupta
et al., 1993).

Entre los hongos productores de swainsonina, ademas del género Undifilium se
sabe que el fitopatbgeno Rhizoctonia leguminicola, es productor de swainsonina
(Broquist, 1986 y Li et al., 2012), al igual que el entomopatdégeno Metarhizium
anisopliae (Patrick, 1993). La propuesta de ruta biocinética de swainsonina se
basa en la establecida para Rhizoctonia Leguminicola. Swainsonina esta presente
en un numero de especies de plantas y hongos de todo el mundo (Cook et al.,
2013); provoca toxicosis grave en el ganado de pastoreo (Wu et al., 2014, Cook et
al., 2014).

La swainsonina posee una estructura tipica de los alcaloides tipo indolizidinica, se
conoce como la toxina que produce sintomas crénicos neuro-musculares cuando
se ingiere por el ganado de pastoreo y la vida silvestre, los sintomas incluyen
alteracién neuronal severa, toxicidad para el sistema nervioso central y periférico
es causada por la inhibicion de la manosidasa lisosomal vy la acumulacion de
oligosacérido intracelular. En consecuencia, swainsonina se ha utilizado como una
sustancia modelo en investigaciones de enfermedades de almacenamiento
lisosomal y su participacion de los ganglios basales se ha postulado debido a los
sintomas neuronales de los animales afectados (Li et al., 2012)

En el campo de la medicina exhibe amplia inhibicién de crecimiento y actividad
pro-apoptoética (hace posible la destruccién de las células danadas), razén por la
que es un farmaco potencial utilizado para controlar un numero de tipos de
tumores (You et al., 2012). En la cultura china se utilizaban plantas hospederas de
hongos que producen swainsonina para diversos remedios, por ejemplo Oxytropis
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glabra, productor de swainsonina, podia usarse para disminuir el dolor en las
articulaciones o en las muelas, asi como para clamar picazén en la piel (Zhao et
al., 2013). De acuerdo con Tamerler-Yildir et al. (1997), Skrobek y Butt (2005) y
Sing y Kaur (2013) M. anisopliae cultivado en medio avena, produce
swainsonina y diferentes metabolitos de naturaleza peptidica de los que no se
conocen los efectos en insectos y nematodos.

]| PREGUNTA DE INVESTIGACION

e ,Los extractos liofilizados obtenidos a partir de un cultivo de Metharizum
anisopliae tienen efecto nematostatico en Nacobbus aberrans?

Iv HIPOTESIS

e Al menos uno de los extractos liofilizados obtenidos a partir de un cultivo de
M. anisopliae tiene actividad nematostatica sobre Nacobbus aberrans en

condiciones de laboratorio.
Vv OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Estudiar el efecto nematostatico de extractos liofilizados obtenidos individualmente
por fermentacion, a partir de tres cepas de Metarhizium anisopliae, sobre
Nacobbus aberrans en condiciones de laboratorio.

5.2 Objetivos particulares

e Evaluar el crecimiento de tres cepas de Metarhizium anisopliae en medio
avena-glucosa.

e Evaluar la capacidad nematostatica de tres extractos de Metarhizium
anisopliae sobre Nacobbus aberrans.
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Vi METODOLOGIA

Se trabajaron tres cepas de M. anisopliae: UAM-X (Laboratorio de Biotecnologia
de la UAM-Unidad Xochimilco), Tac-17 y Xoch-8 (Coleccibn de hongos
entomopatdégenos del Departamento de Biotecnologia de la UAM-Unidad
|ztapalapa). La evaluacion de su crecimiento y la obtencion de los sobrenadantes
liofilizados se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia; la evaluacion de los
tratamientos sobre los nematodos parasitos de plantas fue realizada en el
Laboratorio de Fitopatologia, ambos en la Universidad Autonoma Metropolitana
Unidad Xochimilco.

6.1 Evaluacion del crecimiento de tres cepas de M. anisopliae

6.1.1 Activacion de cepas

Para la activacion de las tres cepas, se inocul6 0.5 mL de cada cepa en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL con medio Sabouraud. El in6culo se mantuvo en una
camara bioclimatica a 28°C durante 15 dias.

6.1.2 Obtencion de aislados monosporicos

De cada cepa activada se hicieron diluciones 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10,000 y
1:100,000; sembrandose por extension 1 mL de cada suspensidén en una caja Petri
con medio PDA. Las cajas se incubaron a 28°C, revisandolas a las 24 y 48 horas.
La porcién de agar con la colonia fue trasladada a un matraz Erlenmeyer con 150
mL de PDA y colocado en incubacién a 28°C. El cultivo monospérico se cosechd
15 dias después de su siembra.

25



6.1.3 Produccion de conidios

Los conidios precedentes del cultivo monospérico fueron cosechados en una
solucién de Tween 80 al 0.5% (v/v). El numero de conidios se determind por

conteo directo en una camara de Neubauer utilizando la siguiente férmula:

N=nx25x 1000 X FD (Canedoy Ames, 2004)

Donde:

N= nGmero de conidios (esporas mL-")

FD= factor de dilucion

n= promedio de conidios (esporas por cuadrante)

> de los cuadrados contados

NUmero de cuadrados contados

6.1.4 Viabilidad de esporas

La viabilidad de las esporas se evalué mediante la enumeracién (cuenta indirecta)
de las colonias de M. anisopliae que aparecen sobre cajas de Petri, con medio
PDA. Después de sembrar una alicuota de 100ul de la dilucion 1:100,000 de
conidios (apartado 6.5), se incub6 a 28°C; las esporas viables se contaron a las 48
horas (Roussos et al., 1989). El porcentaje de viabilidad se determiné mediante la
relacion del nimero de esporas viables determinadas al tiempo del muestreo, con

respecto de aquellas determinadas con la camara Neubauer.
6.1.5 Crecimiento radial

El crecimiento radial se determiné a partir del diametro de las colonias de las tres
cepas de M. anisopliae (Gibson y Hocking, 1997) en cajas Petri con el medio
harina de Avena 6%, Glucosa 2% y Agar 2%. El medio de cultivo se elaboré con
avena granvita® entera, misma que fue triturada en una moledora Molinex® vy

posteriormente cribada en un tamiz WS TYLER® del No. 140.

Para el inéculo se tomaron tres alicuotas de 7.5 ul de la solucibn madre de
conidios equivalente a 300 de éstos y se inocularon en el centro de cajas Petri y
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se incubaron a 28°C. Posteriormente el crecimiento radial de las colonias de M.
anisopliae se midié con un vernier Mituloyo® en intervalos de 24 horas (Gibson y
Hocking, 1997).

6.1.6 Determinacion de biomasa por peso seco

Para determinar la biomasa de los hongos, por cada cepa se preparo un total de 7
matraces con medio harina de Avena 1.5% y Glucosa 0.5% (AG). La avena
(Granvita®) fue molida en una picadora Molinex® y posteriormente pasada a
través de un tamiz WS TYLER® del No. 140. El medio fue preparado por coccién
de harina de Avena a punto de ebullicion durante un minuto; posteriormente el pH
se ajusté a 5.0, y se esterilizé a 121°C durante 15 min. En cada matraz se inoculd
una suspension de 1x107 esporas mL, los matraces fueron colocados en un
agitador orbital GALLENKAMP® a 28° C y 180 rpm. La biomasa de cada cepa se
filtré cada 24 h durante siete dias, uno por matraz. La biomasa filtrada se lavé con
agua destilada estéril y se colocd en estufa a temperatura constante de 60°C
durante 96 horas (Justo et al., 2007). Posteriormente el peso seco se cuantificd en
una balanza analitica OAHUS®.

6.1.7. Determinacion de la densidad superficial
La determinacion de la densidad superficial fue estimada en el octavo dia y
correspondi6 a la relacién de peso seco con crecimiento radial. El peso seco se
obtuvo por filtracion de la biomasa sobre papel Whatman 41 previamente seco y
pesado, con posterior secado a estufa a 60°C durante 24 h. La diferencia entre el
peso final y el inicial dividido por el area de la colonia corresponde a la densidad

superficial expresada en mg/cm? (Vasquez, 2013).

6.2 Obtencion de sobrenadante liofilizado

6.2.1 Medio de cultivo

El medio utilizado fue AG. Para estimular la sintesis de la swainsonina se adicion6
0.1 g L' de L-lisina Sigma-Aldrich®, los tratamientos fueron: sin aplicacién de
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lisina y dos con aplicacion al quinto y séptimo dia, respectivamente, dando un total
de tres fermentaciones diferentes por cepa.

6.2.2 Condiciones de fermentacion

Para realizar la fermentacion, una suspensién de 1X107 esporas por mililitro se
inoculdé en matraces Erlenmeyer de 250 mL y los cultivos se mantuvieron en un
agitador orbital GALLENKAMP® a 180 rpm con temperatura constante de 28°C
durante siete dias.

6.2.3 Obtencion del extracto liofilizados

Una vez detenida la fermentacién, el contenido de los matraces se centrifugé a
10,000 rpm durante 10 minutos en una centrifugadora refrigerada Sorvall RC-5B®
a una temperatura de 4°C. En el sobrenadante obtenido se cuantifico el contenido
de proteinas mediante un espectrofotometro con el método de Bradford (Bradford,
1976). El sobrenadante fue extracto a través de una membrana Whatman® de 0.45
um para eliminar residuos solidos. El extracto fue congelado en frascos viales
durante 24 horas a -4°C y liofilizadas durante 48 h en una liofilizadora LABCONQ®.

6.3 Establecimiento de las condiciones de Nacobbus aberrans

6.3.1 Origen e identificacion de Nacobbus aberrans

Debido a que N. aberrans es un parasito obligado, se necesita obtener la planta
hospedera con los nematodos. Para este experimento los nematodos se
obtuvieron de raices de jitomate (Solannum lycopersicum) variedad “Cid”
infestadas de agallas de N. aberrans. Las plantas se colectaron en los
invernaderos del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad
Auténoma Chapingo.

Para la identificacibn de hembras, las raices agalladas fueron tefiidas con
lactoglicerina + 1% de azul de algoddn, mismas que se calentaron en un vaso de
precipitado a punto de ebullicion; posteriormente se enjuagaron con glicerina y
agua destilada con el fin de disminuir el exceso de colorante (Coyne et al., 2007);
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15 dias después las muestras fueron colocadas en un portaobjetos con excavado
y observadas bajo un microscopio estereoscépico 100X OLYMPUS SZX9® y las
hembras fueron separadas de las raices con pinzas y agujas de diseccion

estériles.

6.3.2 Incremento de la poblacion

Bolsas negras calibre 700, con volumen de 1 L y con perforaciones de un 1 cm de
diametro en la base del contenedor se llenaron con una mezcla de sustrato
preparada con peatmoss (Sunshine®, Canadd), perlita (agrolita®, México) y
sustrato infectado en relacion de peso 2:2:1 respectivamente (Vilchis-Martinez et
al., 2014). En cada bolsa se enterr6 una quinta parte de la raiz de jitomate
variedad Cid, infestadas con agallas de N. aberrans. En cada bolsa con indculo se
trasplanté una plantula de jitomate variedad Moctezuma (Harris Moran), plantas a
las que en intervalos de ocho dias se les monitoreaban la radicula. Cuando se
encontrd la formacion de agallas con un nivel 4 (Bridge y Sam Page, 1980) en
Coyne 2007 las plantas se retiraron del contendor y para el mantenimiento de la
poblacion de los nematodos, se incorporaron nuevas secciones de raices

agalladas.

6.3.3 Obtencion de nematodos J2

Las raices infectadas con nematodos se lavaron con agua potable, enseguida se
retird el exceso de agua con toallas estériles de la marca Sanitas®; posteriormente
el indice de agallamiento se registr6 con base en el manual de Bridge y Page
(1980) en el manual de Coyne et al. (2007).

En una balanza granataria se pesd un total de 30 gr de raices con agallas, las
raices previamente se cortaron en trozos de 2 cm de longitud, los fragmentos de
raices agalladas se licuaron tres veces en una batidora Hamilton Beach® durante
10 segundos con intervalos del mismo tiempo (Gonzalez et al., 2014). La mezcla
resultante se pas6 por una columna de tamices de 40, 60, 100, 200, 325 y 400
mallas. Los huevos de N. aberrans se recolectaron de los tamices de 400 mallas
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en un vaso de precipitado de 150 mL; posteriormente, los huevos se desinfectaron
con hipoclorito de sodio al 1% durante un minuto, e inmediatamente se lavaron
con agua destilada (Cristébal et al., 2001, Cabrera-Hidalgo et al., 2015). En el
vaso de precipitados que contenia los huevos del nematodo se colocé exudado de
la raiz de plantulas de jitomate y se mantuvieron a temperatura constante de 25°C.
Finalmente los estados J2 de N. aberrans se colectaron del fondo del recipiente a
las 24 y 48 horas (Cabrera-Hidalgo et al., 2015).

6.4 Efecto toxico del sobrenadante liofilizado de M. anisopliae sobre N.

aberrans

Para las pruebas de toxicidad se usaron nematodos activos J2. La unidad
experimental consistié de 40 nematodos que se colocaron en un volumen de 10
mL de agua destilada conteniendo una concentracion de 600 ppm del liofilizado de
M. anisopilae. Esta solucién fue vertida en cajas de Petri de 60x15 mm e
introducida en una camara de incubacion a 25°C. A las 12, 24 y 72 h mediante un
microscopio estereoscopio se evalu6 la inmovilidad de los estados J2, para lo cual
se les tocd con un alfiler entomolégico montado en un mango porta asa; aquellos
que no presentaron movimiento fueron cuantificados como organismos inactivos.
Antes de realizar la observacion en el microscopio, las cajas de Petri fueron
suavemente agitadas de manera manual para dispersar los individuos e
inmediatamente colocadas sobre una mica transparente, del diametro de la misma

caja, dividida en ocho cuadrantes.
6.5 Diseno experimental y analisis de datos

Para evaluar la capacidad nematotoxica de los extractos de M. anisopliae, se
utilizé un disefio experimental completamente al azar en el que cada cepa se
convirti6 en un tratamiento, ademas del testigo que consistié en agua destilada.
Cada tratamiento consté de cuatro repeticiones y cada unidad experimental
incluyé 40 individuos del estado J2 de N. aberrans. Para el andlisis de datos se
realiz6 un analisis de varianza con medidas repetidas en el tiempo y pruebas de
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Turkey (p<0.05) fueron realizadas para detectar posibles diferencias entre

tratamientos.
VIl RESULTADOS

7.1 Evaluacion del crecimiento de tres cepas de M. anisopliae

7.1.1 Activacion de cepas

El crecimiento de las colonias en el medio no fue homogéneo, entre las cepas el
micelio de afelpado cambié a algodonoso, asi mismo se observaron diferentes
tiempos para la esporulacion y cada cepa presentd diferente tonalidad de color
verde (Cuadro 6).

Cuadro 6. Caracteristicas del crecimiento plurisporico de tres cepas de Metarhizium anisopliae en
medio Sabouraud

Cepas M. anisopliae

Uam-X Xoch-8 Tac-1
Crecimiento Forma una superficie No cubre Cubre con mayor
rugosa que cubre uniformemente el lentitud y uniformidad
uniformemente el medio. medio. el medio.
Micelio Blanco. Poca presencia de Blanco. Mayor Blanco. Menor
micelio presencia. Presenta presencia de micelio.

micelio aéreo con
textura afelpada.

Esporulacion Color verde, se presentaal  Color verde presencia Color verde.
segundo dia de crecimiento  de micelio que cubre Esporulacion lenta.
de micelio. con menor

uniformidad el medio.

Figura 3. Crecimiento plurispérico de Metrarhizium anisopliae a los once dias en medio SDA. A)
Uam-X, B) Xoch-8y C) Tac-1.
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7.1.2 Cultivos monosporicos

Posterior a la activacién de las cepas en SDA, se sembré el monospérico de cada

cepa en dos medios mas (PDA y Harina de Avena).

El crecimiento de cultivo monospérico se obtuvo de la siembra por extension en
caja Petri en diluciéon 1:100000 (Figura 4a). De esta dilucién se aisldé el conidio

germinado para sembrar el cultivo monosporico (Figura 4b).

Figura 4. Crecimiento monospérico de M. anisopliae A) Crecimiento de la cepa Uam-X en cuatro
diluciones consecutivas 1:10, 1:100, 1:1000, 1:100000 y B) siembra del cultivo

mMonosporico.

Al sembrar las cepas en medio PDA se observé variacion en el comportamiento de
cada cepa; la cepa Uam-X formé una menor superficie rugosa en el cultivo
monosporico que en el cultivo plurispérico, ademas en PDA difundi6 el pigmento

verde al medio.

Los cultivos monospéricos sembrados en PDA crecieron en forma similar a los

plurispéricos (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Caracteristicas del crecimiento del cultivo monospérico de tres cepas de Metarhizium

anisopliae en medio PDA

Cepas
Cepa de M. Uam-Xoch Xoch- 8 Tac-1
anisopliae
Crecimiento La colonia cubre Formacion de micelio  Cubre con mayor lentitud
uniformemente el medio  aéreo con textura y uniformidad el medio
afelpada
Micelio Color blanco Color blanco Color blanco mayor
Menor crecimiento crecimiento lento presencia que en Xoch-8
Esporulacion Esporulacion rapida Esporulacion Esporulacion lenta
Color verde agua Color verde olivo Color verde
Envés de la caja Amarillo-verde Amarillo Amarillo con centro café

Figura 5. Crecimiento de cultivo monospérico de tres cepas de Metarhizium anisopliae en medio
PDA A) Uam-X, B) Xoch-8 y C) Tac-1.

En el medio AGA las colonias de M. anisopliae de las cepas presentan morfologia
y color similar a las del medio PDA, asi como su tiempo de esporulacion en
comparacién con los medios anteriores. La pigmentacién de la colonia en el fondo
del matraz fue diferente: Xoch-8 presentd una coloracién amarilla, Tac-1 amarillo

con centro café y Uam-X color verde con matiz azul.
7.1.3 Produccion de conidios

En la produccion de conidios presentaron diferencias cuando el cultivo es
plurispérico o monosporico. Las cepas de cultivos monospéricos Uam-X'y Tac-1

tuvieron una mayor produccién de conidios que sus cultivos plurisporicos, a
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diferencia de la cepa Xoch-8 cuya producciéon en el cultivo plurispérico es mayor
que en el monospoérico (Cuadro 8).

Cuadro 8. Rendimiento de conidios de cepas monospdricas y plurispéricas de Metarhizium

anisopliae

Cepa Plurispdrico Monospérico
Uam-X 4.2x10"6 2.3x1077
Xoch-8 1.4x1076 1.1x1076
Tac-1 2.7x1076 3.1x10"6

7.1.4 Viabilidad

Las tres cepas presentan un porcentaje de viabilidad mayor de 90%; sin
embargo, Uam-X destaco con el 97% de conidios germinados (Figura 6).

97.5
97
96.5
96

95.5

Viabilidad (%)

95

94.5

94
Xoc-8 Uam-X Tac-1

Cepa de M. anisopliae

Figura 6. Porcentaje de viabilidad de tres cepas de Metarhizium anisopliae.
7.1.5 Velocidad de crecimiento

En el crecimiento radial medido durante nueve dias (Figura 7) se observdé una
tendencia lineal en el crecimiento de las cepas de M. anisopliae. Alcanzando cerca
de 2.5 cm en el octavo dia.
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Figura 7. Crecimiento radial diario de las tres cepas de Metarhizium anisopliae Tac-1, Xoch-8 y

Uam-X (promedio de tres repeticiones).

La velocidad de crecimiento radial entre las tres cepas no mostr6 diferencia

significativa (Cuadro 9).

Cuadro 9. Velocidad de crecimiento radial de tres cepas de Metarhizium anisopliae en caja Petri

con medio de cultivo harina de avena.

Cepa Velocidad de crecimiento radial (cm dia™')
Tac- 1 0.242 + .0572
Xoch-8 0.2059 + 0.0102
Uam -X 0.249 + 0.0452

Superindices diferentes dentro de la misma columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

7.1.6 Biomasa por peso seco

La cepa Tac-1 en medio AG al sexto dia, fue quien registré la mayor generacion
de biomasa con un valor de 0.3091¢, seguido de la cepa Xoch-8 con un valor de
0.026g. La cepa Uam-X presenté una menor generacion de biomasa en el medio
AG con un promedio de 0.02315g (Figura 8).
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Figura 8. Peso acumulado de la biomasa de Metarhizium anisopliae en fermentacién liquida con
medio AG.

Figura 9. Produccion de biomasa de M. anisopliae cepa Xoch-8 en fermentacién liquida con medio
AG.

7.1.7 Densidad superficial

La densidad superficial se define como la relaciébn entre el peso seco y el
crecimiento radial y se puede observar en la figura 10 que la mayor densidad
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superficial corresponde a la cepa Xoch-8 con un valor de 17g /cm? continuando
con la cepa Tac-1 con un valor de 16 g/cm? y la menor biomasa fue generada por
la cepa Uam-X con una densidad de 12 g/cm?. Lo que sugiere que la cepa Xoch-8
bajo estas condiciones tiene la capacidad de producir una mayor ramificacion de

las hifas, permitiendo una mayor biomasa en el medio.

20
18
16
14
12
10

8

G

Densidad superficial (mg/cm?)

Tac-1 Xoch-8 Uam-X

Cepas

Figura 10. Comparacion de la densidad superficial de tres cepas de Metarhizium anisopliae en
medio AG.

7.1.8 Cuantificacion de péptidos
La cuantificacion de proteinas en el sobrenadante esta relacionada con moléculas
de naturaleza peptidica producida por las cepas. El mayor contenido de péptidos
lo presentaron las cepas Tac-1 y Xoch-8, ambas sin la adicion de lisina, en las
cepas con aplicacion de lisina fue menor la produccion de péptidos y en general la
cepa Uam-X mostrd el nivel més bajo de produccién de péptidos en todo el
experimento ( Cuadro 10).
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Cuadro 10. Produccion de péptidos de tres cepas de Metarhizium anisopliae en fermentacion
liquida con medio AG S/L= Sin aplicacién de lisina; L5 con aplicaciéon 0.1g L' de L-lisina al dia 5y

L7 con aplicaciéon 0.1g L' de L-lisina al dia 7.

Tratamiento Péptidos mg/ml-!
Tac-1S/L 0.132019 +0.109®
Tac-1 L5 0.054474 + 0.003
Tac-1L7 0.047513 +0.011%°

Uam-X S/L 0.018379 + 0.006
Uam-XL5 ND
Uam-XL7 ND
Xoch- 8 S/L 0.093305 + 0.052 *
Xoch -8L5 0.040278 + 0.008
Xoch-8L7 0.046535 + 0.021

Valores con diferente letra dentro de la misma columna son estadisticamente diferentes
Tukey (p<0.05). ND= No determinado.

7.2 Establecimiento de las condiciones de Nacobbus aberrans

Las plantas de jitomate (Solanum Iycopersicum) variedad Moctezuma se

clasificaron (Figura 11) con un indice de agallas nivel 4 (Bridge y Sam Page,
1980).

4 — Predomina las agallas
grandes pero las raices
€ principales estan limpias.

Figura 11. Raices de Solannum lycopersicum con presencia de agalladas: a) y b) raices de S.
lycopersicum variedad Moctezuma con agallas causadas por Nacobus aberrans y c) indice de
agallamiento con valor 4 Tomado y modificado de Coyne, 2007.
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7.3 Efecto toxico del extracto liofilizado de M. anisopliae sobre N. aberrans

Se observd un efecto téxico altamente significativo (p = 0.0009) por el factor
tiempo, o por el factor tratamiento (p = 0.0001). Sin embargo no se observé
diferencia estadistica significativa (p = 0.9371) como resultado del factor
tratamiento por tiempo. Ello indica que no hay efecto toxico del extracto liofilizado

de las cepas evaluadas a través del tiempo.

En la Figura 12 se presentan los valores de inmovilidad de nematodos J2 a través
del tiempo en los intervalos de 24, 48 y 72 horas. Se observa una tendencia
positiva en todos los tratamientos, lo que indica que la inmovilidad de los
nematodos en presencia del liofilizado aumenta con el tiempo. También se
observa que a las 24 horas la menor inmovilidad se presenté en el tratamiento
testigo, mientras que la mayor inmovilidad se registr6 en el tratamiento Xoch-8.
Durante 48 y 72 horas éste comportamiento se mantiene y el testigo mantiene su
movilidad y el tratamiento Xoch-8 muestra la mayor inmovilidad. Respecto a Tac-1,
el extracto provoca un menor valor de inmovilidad que Uam-X, a las 24 horas. Sin
embargo a las 48 y 72 horas el valor de inmovilidad es mayor que Uam-X, y
ambas muestran un valor menor que Xoch-8.

16

14

12

10

inmovilidad

(Mimero de nematodos inmoviles)

24 48 72

Tiempo (horas)

TAC-1 memm XOCh-8 Uam-X Testigo

Figura 12. Promedio de inmovilidad en J2 de Nacobbus aberrans como respuesta a tres tiempos

de exposicion (24, 48 y 72 h) a extractos liofilizados de Metarhizium anisopliae.
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VIl DISCUSION

8.1 Produccion de conidios y viabilidad de tres cepas de M. anisopliae

En el crecimiento de las tres cepas de M. anisopliae en tres medios diferentes
permiti6 observar diferencias macroscopicas en cada cepa. El fenotipo de las
cepas fue diferente de acuerdo al medio de crecimiento y las caracteristicas
genéticas de cada cepa, esto coincide con estudios realizados por Padilla-Melo et
al. (2000), en donde existe alta variabilidad relacionada con el medio de

crecimiento utilizado en el estudio, asi como en cada aislamiento.

La cepa Uam-X obtuvo los valores mas altos en la produccién de conidios
(2.3x107), viabilidad de esporas (97%) y crecimiento radial (0.492cm), sin embargo
el rendimiento de conidios de las cepas utilizadas en el presente trabajo se
encuentran por debajo del rendimiento de conidios de M. anisopliae M6, utilizada
por Petlamul y Prasertsan (2012) quien reporta un rendimiento de 8.2 X108. En
dos aislados reportados por Cruz-Avalos (2015) se obtuvo un rendimiento de 1.0 X
10'° conidios mL™" y el crecimiento radial fue de 3.07 y 3.06 mm dia™'. En el trabajo
mencionado, los aislados fueron -cultivados en Agar Dextrosa Sabouraud
enriquecido con 1% de extracto de levadura, 500 ppm de cloranfenicol,
incubandose a 25+1°C, 70% HR. El rendimiento de produccion de conidios y
crecimiento radial en las cepas crecidas con medio AG es menor posiblemente
porque se midio el crecimiento radial durante 7 dias, a diferencia de Cruz-Avalos
(2015) que lo midié durante 15 dias. Ademas de que no se utilizé un medio
enriquecido y las concentraciones de avena y glucosa fueron bajas.

La viabilidad es uno de los factores contemplados en la evaluacion de control de
calidad en las esporas cosechadas de hongos entomopatégenos, en donde la
viabilidad de los conidios no debe ser menor de 95% (Monzén, 2001). En este
sentido, las cepas utilizadas corresponden a los niveles aceptables de viabilidad
con porcentajes del 95, 96 y 97% para Xoch-8, Tac-1 'y Uam-X respectivamente.
Aun asi, las cepas presentaron valores similares a los reportados por Cruz-Avalos
(2015), cuya cepa excedio el 98% de viabilidad para cepas de M. anisopliae,

Beauveria bassiana e Isaria fumorosea.
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8.2 Crecimiento, biomasa y produccion de péptidos en el medio AG

La cepa Xoch-8 obtiene los valores mas altos de biomasa por peso seco y
densidad superficial, sin embargo Tac-1 muestra el mayor contenido de péptidos
(Cuadro 11).

Cuadro 11. Evaluacion de tres cepas de Metarhizium anisopliae

Parametros evaluados Uam-X Tac-1 Xoch-8
Produccion de conidios (conidios mL-") 2.3x107 3.1x108 1.1x10¢
Viabilidad de esporas (%) 97 96 95
Velocidad de crecimiento (cm) 0.249 0.242 0.2059
Biomasa por peso seco (g) 0.2315 0.2541 0.29
Densidad superficial (mg/cm2) 12.45 15.92 17.34
Concentracion de péptidos (mg mL-) 0.0185 0.1321 0.0934

En el crecimiento radial la cepas de Uam-X'y Tac-1 de M. anisopliae presentan
crecimiento similar, 2.49 y 2.42 mm dia™' respectivamente, pero mayor que Xoch-
8 con 2.05 mm dia'. Sin embargo todas presentan un crecimiento menor a la cepa
de M. anisopliae Ma13 con 3.60 mm dia™! reportada por Cruz-Avalos (2015). Los
datos anteriores entran en el rango de 1.3 a 3.6 mm dia™' de cuatro aislados de M.
anisopliae reportados por Cruz- Avalos (2015).

El crecimiento de M. anisopliae presenta una menor velocidad de crecimiento
radial que el reportado para Beauveria bassiana por Petlamul y Prasertsan (2012),
en el trabajo mencionado posiblemente el manejo controlado de condiciones como
humedad relativa y manejo de luz-oscuridad favorezca el crecimiento radial de la
cepa debido a que el manejo de 12:12 h luz-oscuridad promueve el crecimiento
del micelio sin conidios (Lawrence y Khan, 2009; Cruz-Avalos 2015).

El contenido proteico encontrado en el extracto de las tres cepas sugiere que
podria tratarse de algun grupo de toxinas de naturaleza peptidicas, las toxinas
peptidicas ciclicas son conocidas como depsipeptidos; de ésta naturaleza de
toxinas se han encontrado en otros hongos la Beauvericina, las Efrapeptinas,
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Kantomicina, Bassiacridina. En el caso especifico de M. anisopliae podriamos
encontrar los depsipéptidos llamados destruxinas (Borges et al., 2010). Con los
resultados de cuantificacion de proteinas se esperaria que las cepas Tac-1 'y
Xoch-8 tuvieran los mejores resultados en el control de J2 de N. aberrans, puesto
que presentan un mayor contenido de proteinas, por lo tanto existe la posibilidad
de que en el extracto se encuentren algunas moléculas con efectos insecticidas o
citotoxicos (Liu et al, 2007). A la fecha se han encontrado 39 destruxinas
identificadas que poseen diferente actividad biolégica como antitumoral, antiviral,
insecticida, citotoxica, inmunosupresora y fitotoxica (Liu y Tzeng, 2012), por lo
tanto el tipo de toxinas que se pueden encontrar en el liofilizado seria de origen
peptidico como es el caso de las destruxinas y diferentes metabdlicos tdxicos a
plagas (Borges, 2010).

8.3 Extractos liofilizados de M. anisopliae sobre N. aberrans

La aplicacion de los extractos liofilizados de M. anisopliae en los juveniles J2 de N.
aberrans muestran una diferencia de comportamiento con el testigo. Las cepas
entre si se comportan de forma similar al provocar el estado de diapausa o
inmovilidad en los nematodos J2 de N. aberrans.

A las 48 horas de exposicidon al liofilizado para la cepa Uam-X se presentd un
18.75% de inmovilidad, Tac-1 mostré 20.5% y Xoch-8 el 30%, mientras que el
testigo muestra 5% de inmovilidad. Tian et al. (2014) observ6 un 5% de mortalidad
para M. incognita; en su testigo se utilizé caldo de dextrosa de papa, mientras que
en el presente trabajo se utilizé agua destilada. En el ensayo in-vitro, en el mismo
rango de tiempo, 96% de los juveniles de segunda etapa de M. incognita
resultaron muertos por el extracto de cultivos de Acremonium implicatum. La
respuesta a los extractos liofilizados aplicados a N. aberrans no mostré mortalidad,
sin embargo influyd en la inmovilidad, misma que se increment6 conforme al
tiempo de exposicion de los liofilizado a los J2. El efecto biolégico causado por
Xoch-8 y Tac-1 en N. aberrans puede estar relacionada con la produccién de
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péptidos (Figura 10) con actividad téxica hacia el nematodo. Lo anterior, puede
tener correspondencia con el grupo llamado destruxinas que son sintetizados por
M. anisopliae y tienen amplia actividad biolégica como insecticida, fungicida y
nematicida (Carollo et al.,, 2010; Wang et al., 2012; Ghayedi y Abdollahi, 2013).
Aunque se desconoce de forma precisa el efecto de accién de Metarhizium sp. en
diferentes nematodos (Ghayedi y Abdollahi. 2013). Puede ser que la actividad
bioldgica que producen los liofilizados de M. anisopliae en N. aberrans se
encuentre relacionada con lo que provocan moléculas de naturaleza peptidica que
en el caso de Metarhizium anisopliae, las ampliamente estudiadas son las
destruxinas y sus efectos en los insectos incluyen: pardalisis flacida, contraccion de
musculo visceral, paralisis tetanica, inhibicion del ADN y la sintesis de ARN en las
lineas de células de insectos, inhibicidn de Malpighian y Secrecién de liquido
tubular, inhibidor de ATPasa y bloqueadoras de canal de calcio que suprimen la
las respuestas de defensa de los insectos (Wang et al., 2012; Liu et al., 2007)
ocasionando posible efectos alimentarios, por lo que se puede pensar que los
liofilizados no solo causen falta de movilidad, si no también propician un efecto
antialimentario (Golo et al.,, 2014), lo anterior se tiene que evaluar en posteriores
trabajos.

Es necesario sefnalar que experimentos de otros autores (Ebadi et al, 2009; Hu et
al, 2013; Tian et al, 2014) han utilizado al menos cinco repeticiones en
experimentos similares. Dado que en el presente experimento se utilizaron sélo
cuatro repeticiones, ello podria haber influido en que los datos estadisticos
obtenidos no hayan mostrado diferencia entre tratamiento, pero si una tendencia

positiva en el efecto inmovilizador de M. anisopliae sobre N. aberrans

En un estudio de exposicién a extractos del hongo C. globosum en J2 de M.
incognita se obtuvo el 81% de mortalidad a las 72 horas y una molécula purificada
del mismo hongo. También en el mismo tiempo de exposicion obtuvo una
mortalidad del 99.8% de J2 a 300pug mL" (Hu et al., 2013), aunque el trabajo
mencionado utiliza diferente hongo y nematodo se muestra el efecto nematicida

mas efectivo en moléculas purificadas, en el caso de N. aberrans se observa una
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respuesta mas rapidas si se trata de moléculas especificas como el caso del
fluensulfone que redujo el movimiento de nematodos en los primeros 10 minutos
(Cabrera-Hidalgo et al., 2015). Por lo que es importante continuar en la busqueda,
identificaciéon y purificacion de moléculas con eficiencia en el control de N.

aberrans.

Si bien existe un efecto biologico en la aplicacidén de los liofilizados de la cepas de
M. anisopliae, es necesario realizar otro tipo de estudios, como los realizados por
Hallmann y Sikora (1996), quienes probaron el efecto de los extractos de Fusarium
oxysporum en nematodos fitéfagos, micéfagos y bacteriofagos para determinar si
existe selectividad en la aplicacion.

IX. CONCLUSIONES

Para las variables viabilidad, velocidad de crecimiento, biomasa seca, densidad
superficial y cuantificacion de péptidos no se encontraron diferencias significativas
entre las tres cepas estudiadas.

El andlisis estadistico no mostrd un efecto nematostatico significativo del extracto
liofilizado de M. anisopliae sobre J2 de N. aberrans. Sin embargo, desde el punto
de vista biologico si se observa una tendencia positiva de inmovilizacién de los

tres extractos sobre N. aberrans.
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ANEXO
Diagrama de indice de agallas para nematodo agallador
Tomado de Coyne et al, 2007.
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VELOCIDAD DE CRECIMIENTO RADIAL DE Metarhizium anisopliae
Bl mEnin By aine EN MEDIO HARINA DE AVENA
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L. INTRODUCCION
Metarhizium anisopliae es un entomopatégeno alternativo a los insecticidas quimicos, se usa en los programas de control
biolégico de insectos plaga (). En la actualidad, diferentes cepas de Metarhizium son reportadas como productoras de
Swainsonina que tienen un efecto toxico para la estructura celular (. Swainsonina es un alcaloide indolizidina que inactiva la alfa-
manosidasa quien altera el procesamiento de la glicoproteina ?, De acuerdo a Patrick et al. ) la produccion de Swainsonina es por
medio de la fermentacion liquida en Harina de Avena durante el desarrollo de M. anisopliae. Sin embargo, para evaluar la
virulencia de los hongos entomopatoégenos es necesario medir la velocidad del crecimiento radial del hongo en medio sélido.

II. OBJETIVO
Evaluar la velocidad del crecimiento radial de tres cepas de

=

Metarhizium anisopliae en medio Harina de Avena. 7 z.z / - fuc-l
III. MATERIALES Y METODOS ;i 15 = Xoc-§

Se utilizaron tres cepas de M. anisopliae UAM-Xoch g 1 N

(Laboratorio de Biotecnologia de UAM-X), Tac-1 y Xoch-8 E 05

(Departamento de Biotecnologia de UAM-I). Cada cepa se E 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9

sembrd por triplicado. A partir de cultivos monosporicos de :
Tiempo (dias)

cada cepa se preparé una solucién a una concentracion de n ) ) N o
3.1X10° conidios por mL, se tomaron alicuotas 75“1’ se :“r:gnz f;eg;ﬁ:t;;:(in:éaacumulanvo de tres cepas de Metarhizium anisopliae
. . . . I 1 1 8
colocaron en el centro de cajas de Petri con medio Harina de ; ; . ;
N N o . o Sin embargo la cepa Xoch-8 mostrd una diferencia de 0.04
Avena al 6%, glucosa 2% y agar 2% y se incubaron a 28°C. La

; o A s : cm/dia. Estos resultados coinciden con la velocidad de
velocidad del crecimiento radial del hongo se midié a partir de . . . .
v ix — e . crecimiento de cuatro aislados de M. anmisopliae observados
la aparicién de las colonias . El crecimiento radial de M. 5 ;
s e . . por Cruz-Avalos et al. © al evaluar la velocidad del
anisopliae se midid con un vernier en intervalos de 24 horas, o -
3 : . . ; crecimiento radial con rangos que van de 0.130 a 0.360
durante 9 dias FizD. El anélisis de medias se compard con una .
cm/dia.
prueba Tukey (p=0.05).

Cuadro 1. Velocidad de crecimiento radial de tres cepas de Metarhizium
anisopliae en caja Petri con medio de cultivo Harina de Avena

Velocidad de

Tiempo de Color de 3 .
Cepa esporulacion esporulacion crecimiento ragial
(cm/dia)*
Tac-1 Seis dias Verde- amarillo 0.242+.057¢
Xoch-8 Cuatro dias Verde- -azul 0.206+0.010*
UAM-Xoch Un dia Verde-amarillo 0.249+0.045¢

Fig. 1 Crecimiento cepas de Metarhizium anisopliae en medio Harina de Avena.
a) Cepa Tac-1, b) Cepa UAM-Xoch, ¢) Cepa Xoch-8 y d) Medicién de crecimiento.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION Asi mismo cada cepa mostr6 caracteristicas diferentes en
La velocidad del crecimiento y desarrollo radial de las cepas color de conidios y tiempo de esporulacion (Cusdr 1, Las tres
de Metarhizium anisopliae en el tiempo en medio Harina de cepas presentaron un patrén de formacién de anillos.
Avena presenté una tendencia lineal & 2. Por otro lado la Conforme el crecimiento y desarrollo de las cepas, por el

velocidad de crecimiento y desarrollo entre las tres cepas de envés de las placas se observé un cambio de color. En la
M. anisopliae en medio Harina de Avena no mostré diferencia

*Valores con diferente letra dentro de la misma columna son estadisticamente
diferentes (p <0.05).

Xoch-8 se not6 una coloracion amarilla, en Tac-1 amarillo con
significativa (Cvadro D, centro café y U4AM-Xoch de color verde-azul.

V. CONCLUSIONES
Las tres cepas de Merarhizium anisopliae no presentan dificultad para crecer y desarrollar en medio de Harina de Avena. En la
prueba de velocidad de crecimiento radial no se encontraron diferencias significativas entre cepas. La cepa U4 M-Xoch mostrd una
tendencia de mayor crecimiento y desarrollo en igualdad de condiciones, respecto con los demas aislados, sin embargo sus
caracteristicas macroscopicas son diferentes.
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