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RESUMEN

LEGUIZAMON C., JE.; PADILLA H., BH. Efecto de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en el
control del nematodo del nudoradical del café. Cenicafé 52(1):29-41. 2001

En Cenicaf ésehan encontradoresultadospromisoriosenel control del nematododel nudoradical Meloidogyne
Spp. con microorganismos antagonistas como los hongos Paecilomyces lilacinusy Verticillium
chlamydosporium En esta investigacion se midi6 el antagonismo de B. bassianay M. anisopliae sobre
diferentes estadios y se hicieron pruebas de patogenicidad in vitro, in vivo y en almécigo sobre huevos de
Mel oi dogyne spp. Seeval uaronlasvariables, huevossanos, nimerodeestadiosjuveniles, mortalidad corregida
y grado deinfeccion. Se observaron muestras de microcultivos de cada hongo sobre huevos de Mel oidogyne
spp a microscopio 6ptico de luz y electrénico de barrido. En las pruebas de patogenicidadin vitro el andlisis
de varianza mostré diferencias significativas entre tratamientos al 5%, resultando mejor el control con M.
anisopliae. Invivosedetectarondiferenciassignificativasentreel testigoy lasdosiseval uadasdeamboshongos
a 5%, y amayor dosis hubo mejor control. Lamicroscopia épticade luz y electrénica de barrido evidencié el
parasitismo sobre estadios de Mel oi dogyne spp. Laeval uacién en almécigo mostré menor grado deinfeccion
conlasaplicacionesapartir deladosi sde3gdecadaunodel oshongosy el tratami ento quimico, loscualesfueron
diferentesestadisticamentecon el testigoy mostraron potencial promisorio parael control deMel oi dogynespp.
en almécigos de café.

Palabr as claves: Control biol 6gico, Beauveria bassiana, Metar hiziumanisopliae, hongos entomopatdgenos,
nematodo del nudo radical, Meloidogyne spp.

ABSTRACT

Researches with antagonistic microorganisms for the knot root nematode control Meloidogyne spp. such as
Paecilomyces lilacinusand Verticilliumchlamydosporiumwere carried out in Cenicafé. In thisinvestigation
B. bassiana andM. Anisopliaeantagonismson different stageswere measured and pathogenicity testsinvitro,
invivo andunder nursery conditionsweremade on Mel oi dogynespp. eggs. Thevariabl es, heal thy eggs, number
of young stages, corrected mortality and infection degrees were assessed. Microcultures samples of every
fungus on Meloidogyne spp. eggs were observed at light and scanning electron microscope. In the
pathogenicity invitro teststhe variance analysis exhibited substantial differences among treatments at 5%,
being control withM. anisopiae the best one. Meaningful differences (5%) inin vivo testsbetween the control
and the evaluated doses for both fungi at 5% were detected, and it was al so observed that the higher the dose
thebetter thecontrol. Bothlight and scanning el ectron microscopy evidenced parasitismon Meloidogynespp.
stages. Theevaluationin nursery exhibited |ower infection degree with applicationsfrom 3g of each fungi and
the chemical treatment, which were different with respect to the control and exhibited promising potential for
Meloidogyne spp. control in coffee nurseries.

Keywords: Biologic control, Beauveria bassiana, Mertarhizum anisopliae, enthomopathogenic fungi, knot
root nematode, Mel oidogyne spp.
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El nematodo del nudo radical Meloidogyne
Spp, €s un patégeno de amplia distribucién
geogréafica, con una gran variedad de
hospedantes, diversidad de especiesy causante
de grandes pérdidas en algunas zonas cafeteras
del mundo. En Colombia se registré la reduc-
ciondela produccionde 78g decafécerezapor
planta por cada 1% deinfeccién en laetapade
alméacigo y posterior siembraen lotesinfesta-
dos (8,17,18).

Esimportante enfocar las medidas de con-
trol de éste patdgeno a la etapa de almacigo,
periodo en el cual se presentamayor suscepti-
bilidad a ataque. Cuando unaplantasanasupera
esta etapa las cantidades naturales del
nematodo presentes en €l suelo, no afectan la
productividad final del cultivo (18)

En cuanto a medidas de control, Cenicafé
recomienda el manejo integrado en el cual se
incluye la utilizacién de suelo mas pulpa, las
micorrizas, lasolarizacion, el control biol 6gi-
co y en algunos casos, la aplicacion de
nematicidas (18). Actualmente se adelantan
diversos estudios para determinar €l potencial
del control biol dgico en nematodosempleando
sus enemigos naturales como la bacteria
Pasteuria penetrans (7) y los hongos
Paecilomyces lilacinus (7, 13) y Verticillium
chlamydosporium (7, 14), que han mostrado
resultados excelentes, reduciendo considera-
blemente poblaciones de Meloidogyne spp.
(5, 10, 11, 15, 16, 20, 26).

Son pocos los estudios realizados con los
hongos B. bassianay M. anisopliae para €l
control deMeloi dogyne spp. Mosqueray Mur-
ciaen 1997 (21), evidenciaron el control de
Mel oidogyne spp. en guayaboPsidiumguajaba
con el hongo B. bassiana. Morgan Jones y
Rodriguez K abanacitadospor Sidiiqui en 1996
(24), registran el género Metarhizium entre
los hongos biocontroladores de nematodos.
Por lo anterior y con base en resultados
exploratorios obtenidos con estos hongos, se
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planted esta investigacion con el objetivo de
determinar la patogenicidad in vitro e invivo
deB. bassianay M. anisopliaey readlizar ade-
mas, observaciones microscopicas de su para-
sitismo sobre huevos de Meloidogyne spp.,
para evaluar el efecto de estos hongos en el
control del nematodo del nudo radical del café
en condiciones de amécigo.

MATERIALESY METODOS

Previamente seincrement6 lapoblacién de
Meloidogyne spp. en raices de plantas de
tomate variedad Rutgers, sembradas en suelo
delaUnidad Chinching, esterilizado enautocla-
vedurante 30 minutosal5 librasde presiony
121°C. Los hongos B. bassiana (Cenicafé
9205) y M. anisopliae (Cenicafé 9236) se
incrementaron en sustrato de arroz, siguiendo
la metodologia propuesta por Antia en 1992
(2). Estainvestigacion se adelant6 en Cenicafé
y sedesarrollo asi:

ETAPA 1. Pruebasdepatogenicidadinvitro.
Paralarealizacion de estas pruebas se empled
la metodologia descrita por Cardona en 1995
(7). Se determiné la concentracién de esporas
por mililitro paracadauno deloshongos culti-
vadosenarrozy seajustd a5,5x 10’ esporaspor
mililitro paraB. bassianay a9x10’ esporaspor
mililitro para M. anisopliae. Los huevos de
Meloidogyne spp. utilizados en esta etapa se
obtuvieron segiin la metodol ogia descrita por
Hussey y Barker, citadapor Barker (3), gjustada
aunaconcentracionde200huevospor mililitro.
L as suspensionesde huevosy deloshongos se
dejaron en agitacién magnéticaconstante hasta
SU USO.

Delasuspension de esporas de cada uno de
loshongos setomaron 3ml, loscual es se depo-
sitaron en cgjas de Petri y selesadicion6 1ml
delasuspensiondehuevos. Paracadaunodelos
hongos se utilizaron diez cajas que contenian
sdlolasuspension dehuevoscomotestigo. Las




cgjas se incubaron atemperatura ambiente du-
rante 7 dias, tiempo en el cual se evalué la
patogenicidad al microscopio invertido con
losobjetivosde 10X y 25X, adicionando acada
caja 15 gotas de azul de lactofenal.

En esta pruebase utilizé un disefio comple-
tamente a azar con 2 tratamientosy 20 repeti-
ciones. Launidad experimental laconstituy6 la
suspensién de esporas y de huevos dispuestos
enunacaade Petri. Lavariable evaluadafueel
nimero de huevos sanos. La variable mortali-
dad corregida se determiné por la diferencia
entre los huevos sanos encontrados en el
tratamiento evaluado con los del testigo, apli-
cando lasiguiente formula:

Mortalidad corregida —

Nimero [Tuevos - Mimero [Tuevos

SUN0S WsUgo sanos T <100

Nomero uevos Sanas Testigo

Lavariablemortalidad corregidaseproceso
medianteandlisisdevarianzay pruebade com-
paracion de Tukey a 5%.

ETAPA 2. Evaluacion dedosisin vivode
B. bassiana y M. anisopliaeen el control de
Meloidogyne spp. en suelo. Seevaud € para-
sitismo de dosis crecientes de los hongos B.
bassiana y M. anisopliae cultivado en arroz,
sobre una cantidad constante de huevos de
Meloidogyne spp, en suelo estéril, determi-
nando asi su patogenicidad in vivo.

Seinocularon separadamente los hongosB.
bassianay M. anisopliaeendosisde2, 4,6, 8,
16 y 32g de arroz colonizado por €l hongo en
vasos pl asticos que contenian 150g de suelo de
la Unidad Chinchind esterilizado en autoclave
durante 30 minutos a 15 libras de presion y
121°C.

Los hongos se utilizaron en las siguientes
concentraciones: 2,4 x 10° esporas por gramo

para B. bassiana y de 8,6 x 10° esporas por
gramo paraM. anisopliae. Estos sedejaron en
incubacion durante 10 dias a temperatura am-
biente y después de este periodo, se inoculd
cadauno delostratamientos con 5ml que con-
tenian 2500 huevos de Mel oi dogyne spp, sus-
pendidos en agua estéril y obtenidos mediante
la metodologia descrita por Hussey y Barker,
citada por Barker en 1985 (3).

Laevauacion serealizo alos 10 dias des-
pués de la inoculacion de los nematodos, to-
mando el contenido decadavaso por tratamien-
toy procesandol o mediantelametodol ogiadel
tamiz pléstico - papel facial doble modificado
por Baezay Leguizamon en 1973, del método
“filtro de algodon” de Oostenbrink (2).

En esta etapa se empl ed un disefio comple-
tamenteal azar paracadaunodeloshongos, con
6 tratami entosy 10 repeticionespor tratamien-
to. Launidad experimental fueel vasocon 1509
de suelo. Se evalud la variable mortalidad co-
rregida mediante la recuperacion de formas
activas que determiné el grado de parasitismo
deloshongossobreloshuevosdeMel oidogyne
spp. Lainformacion obtenida se proceso utili-
zando laférmula de Schneider - Orélli, la cual
corrige los valores por mortalidad del testigo:

Mortalidad Corregida —

%% [ndividuos
mucrtos testizo

“a [ndividuos -
muertos tratamicnto

X1

100 - 24 Indiwiduns muertos Testigo

ETAPA 3. Evaluacion en almacigo. Se
evaluaron en condicionesdeamécigo diferen-
tesdosisde arroz colonizado por los hongosB.
bassiana y M. anisopliae, seleccionadas con
base en los valores obtenidos en la etapa 2,
empleando por planta: 1,5; 3,6 y 12gy secom-
pararon con un testigo no tratado. El control
efectuado se compard con el nematicida co-
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mercial Furadan® en dosisrecomendadaspara
café.

Como sustrato se utilizé suelo delaunidad
Chinchina, esterilizado enlasinstalaciones del
CIAT (Pdmira, Vale), en autoclavea121°C a
15 libras de presion, durante 1 hora; de este se
tomo 1700gy sedepositd en materosde 2kg de
capacidad. En cada uno de los materos se
transplantd una planta de café de la variedad
Caturra.

Las dosis seleccionadas de los hongos se
inocularon el mismo dia del transplante de las
plantas de café. En cada matera se sembr6 una
planta y antesdecubrirlacon el sueloy arede-
dor de esta, se deposité la cantidad de inéculo
del hongo de acuerdo al tratamiento. A los 15
diasdespuésdel transplanteseinocularon 2500
huevos de Mel oidogyne spp obtenidos (3).

El producto quimico Furadan® seaplic6 10
dias después de inoculados |os nematodos en
dosis de 1g del producto por matero. Este se
aplico en coronasobrelasuperficiedel sueloy
arededor delaplanta.

Las plantas se regaron diariamente y se
fertilizaron con fosfato diaménico (DAP) 2g/
plantaalos3 mesesy conurealOg/L enaplica-
cionfoliar, 3vecesapartir del tercer mescada
15dias, segunpracticasdemanejodea macigos
de café.

Launidad experimental la
conformo una planta de café
sembrada en una matera de

1700gdesueloestéril. Seeva- 1D

ble porcentaje de infeccidn, alos 130 dias de
inoculadoslos nematodos, utilizando laescala
decdlificacién adoptadapor laUniversidad de
Carolinadel Norteenel proyectointernacional

de Meloidogyne spp y modificada por
Leguizamon paracafé(17) (Tablal). Losdatos
obtenidos se procesaron mediante un andlisis
devarianzaunifactotrial por rangos de Kruskal

—Wallis, pruebadescritapor Siegel y Castellan
en 1995 (25), en estadistica no paramétrica.

L os tratamientos se compararon mediante la
ecuacion que gjecutalapruebade comparacion
multiple:

k-7,

NSRRI A . 3D
= A BoE_ 12 e
2 m R

<<3>>

N= Numero total de observaciones entre
todos los tratamientos
n,=NUmero total de observaciones para el
tratamiento u
n,=NUmero total de observacionesparael tra-
tamiento v
R ~R | =Diferencias de medidas delosran
gos de los tratamientos a comparar.
7.5+ = Esd valor de abcisadeladistribu
cion normal sobre el cual se ubicael
porcentaje de ladistribucion

Tabla 1. Escaadecalificacion paralainfeccion deMel oidogyne spp. enraicesde

luaron 6tratamientospor hon-

Descripcion

go con 20 repeticiones, dis-
tribuidos en un disefio com-
pletamente a azar.

Paralacalificacién detra-
tamientos se evalud la varia-

1 Ausencia de dafio

2 Con unanudosidad y hasta 10% de | as raices | ateral es af ectadas.
3 Entreel 11%y el 25% de lasraices |aterales con nudosidades.

4 Entre el 26 %y el 50% de las raices laterales con nudosidades.

5 Entreel 51 %y el 75% delas raices laterales con nudosidades.

6 Més del 76% de las raices |aterales con nudosidades.
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ETAPA 4. Observacion en Microscopia
OpticadeLuzy ElectrénicadeBarrido. El
objetivo de estaetapafue observar el parasitis-
Mo que ejercen B. bassiana y M. anisopliae
sobre huevos de Meloidogyne spp. en condi-
cionesin vitro.

L as observaciones se realizaron a partir de
microcultivos de estos hongos los cuales se
prepararon en portaobjetos de vidrio cubiertos
con agar agua a 1,5%, adicionando 500
microlitros de |a suspension de esporas delos
hongosy posteriormente 500 microlitrosdela
suspension de huevos de Meloidogyne spp.
Los microcultivos se colocaron dentro de una
caja de Petri preparada como camara himeda,
con €l propdsito deinducir laesporulacion del
hongoy sedejaron bajo condicionesdelabora-
torio a unatemperatura promedia de 22+2°C.

Paralatécnicademicroscopiadpticadeluz
los microcultivos se tifieron con azul de
lactofenol antes de laevaluacién, para detener
lagerminaciény visuaizar mejor el parasitis-
mo. Diariamente y durante una semana, se ob-
servé a microscopio de luz con los objetivos
10X, 40X y 100X €l parasitismo deloshongos
sobre huevos del nematodo. Se seleccionaron
algunas de las muestras para su observacion a
mi croscopio el ectrénico de barrido.

Paralatécnicade MicroscopiaElectrénica
de Barrido, las muestras sel eccionadas se pro-
cesaronenel CIAT deacuerdoalametodologia
empleadaen laUnidad de Microscopia, asi: las
muestras se fijaron en glutaraldehido al 2,5%
por 15 horas y luego se lavaron con buffer
fosfato de sodio 0,2M durante 10 minutos.

Posteriormente se deshidrataron en etanol
a25%, 50%Yy 75%, por periodosde 20 minutos
en cada uno de los alcoholesy 3 veces por 20
minutosen etanol al 100%. Posteriormentelas
muestras se colocaron en el secador de punto
critico y luego se recubrieron con oro.

RESULTADOS Y DISCUSION

ETAPA 1. Pruebas de patogenicidad in
vitro. El andlisis de varianza para la variable
huevos de Mel oidogyne spp. recuperados de-
tectd diferencias estadisticas significativas a
5% entretratamientosy entretratamientosy el
testigo. En la Tabla 2 se observa como B. bas-
sianay M. anisopliae redujeron signifi-
cativamente |la poblacion de estadios de
Meloidogyne spp, siendo mayor esta reduc-
cion con M. anisopliae.

ComoseapreciaenlaTabla3, sedetectaron
diferencias estadisticas significativas al 5%,
con lavariable porcentaje de mortalidad corre-
gidaentretratamientos, mostrando mayor efec-
tividad en € control de Meloidogyne spp., €
hongoM. anisopliae. B. bassi anatambiéncon-
trol 6 Mel oi dogynesppy fuesignificativamente
diferente al testigo.

Estaprueba permitio observar queloshon-
gos B. bassiana y M. anisopliae tienen la
capacidad de parasitar huevos deMel oidogyne
spp en condiciones de laboratorio, los cuales
son comparables con los resultados de
patogenicidad in vitro (70%) obtenidos por
Hincapié (14), utilizando el hongo V.
chlamydosporium, el cual seharegistrado con
un alto potencial biocontrolador contra
Mel oi dogyne spp. Ademas, losresultadosindi-

Tabla2.Numero promedio de estadios deMel oidogynespp.
observados después de permanecer 7 dias en contacto con
una suspensioén acuosa de esporas de B. bassiana y M.
anisopliae en cajas de Petri de 5cm de didmetro.

Tratamiento NUmer o promedio de huevos
deMeloidogyne p.

B. bassiana 379b"

M. anisopliae 253c¢

Testigo (sininocular) 1032a

CV % 17,8

“Letrasiguales no difieren estadisticamente segiin
Tukey a 5%.
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Tabla 3. Promedio del porcentaje de mortalidad de estadios
de Mel oidogyne spp. observados después de permanecer 7
dias en contacto en suspension acuosa de esporas de B.
bassiana y M. anisopliae en cgjas de Petri de 5cm de
didmetro.

Tratamiento Promedio de porcentajede
mortalidad corregida de huevosde
Meloidogyne spp.

B. bassiana 63,3b"

M. anisopliae 755¢

Testigo (sininocular) 0,0

CV % 20,68

“Letrasiguales no difieren estadisticamente segiin
Tukey al 5%.

can buenas perspectivas de estos hongos para
ser evaluados en condi ciones de almacigo, eta-

paen lacual deben llevarse acabo las medidas
de control de nematodos.

ETAPA 2. Evaluacion de dosis in vivo. El
andlisisdevarianzadetect6 diferenciassignifi-
cativasal 5% entreel testigoy lasdosisevalua-
das, asi como entre las dosis de los hongos B.
bassiana y M. anisopliae.

EnlaTabla4 seobservacémoamedidaque
seincremento ladosis de arroz colonizado por
B. bassianay M. Anisopliaeseredujolapobla
cion deestadiosjuvenilesdeMel oi dogyne spp.
Aunqgue las dosis menores redujeron la pobla-

cion, en relacion con el testigo, las mayores
dosis de los hongos fueron significativamente
diferentesaéstasy gjercieronunmejor control
de la poblacién de nematodos en el suelo.

EnlaTabla5 seobservacémolosporcenta
jes de mortalidad de estadios infectivos de
Mel oidogyne spp. fueron superioresamedida
que las dosis de los hongos fueron més altas,
presentandose unarelacién directaentrelado-
sisy lamortaidad del nematodo. De acuerdo
con losresultados anteriores se podrian selec-
cionar las dosis menores de estos hongos cul -
tivados en arroz  (porcentaje de mortalidad
mayor del 50%), pararealizar evaluaciones en
condicionesdeamacigoy poder determinar el
control del dafo radical ocasionado por
Mel oi dogyne spp. Teniendo en cuentaque con
lautilizacion de dosis pequefias €l control bio-
|6gico puede ser masrentable, serealizaronlas
conversiones de la dosis minima evaluada in
vivo para 1700g de suelo (almécigo) y apartir
de ese valor se evaluaron 3 dosis menores.

L os resultados obtenidos son comparables
alasinvestigacionesrealizadasutilizando otros
biocontroladores (12, 13), lo cual permite que
€l manegjo integrado de nematodos pueda apo-
yarse en el uso de estos hongos entomo-
patdgenos. El potencial de B. bassiana como

Tabla4. Promediodel nimero deestadiosjuveniles(J2) de Mel oidogynespp.
extraidos de suelo inoculado con diferentes dosis de B. bassiana y M.

anisopliae en sustrato de arroz.

DOSIS

(gramosdearroz

colonizado por & hongo) B. bassiana M. anisopliae
J2/150 g de suelo J2/150 g de suelo

0 (Testigo) 969,5 a 6604 a

2 3463b 3154b

4 2465b 237,7bc

6 172,0bc 130,0 cd

16 347c 875d

32 50,0c 578d

CV % 4551 37,89

*Promedios con letrasiguales no difieren estadisticamente seguin Tukey

a 5%.
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Tabla 5. Promedio del porcentaje de mortalidad corregida de estadios de Mel oi dogyne spp extraidos de suel o inoculado con
diferentes dosis de B. bassianay M. anisopliae en sustrato de arroz.

Dosis
(gramos dearroz colonizado por el hongo)

B. bassiana
% demortalidad corregida

M. anisopliae
% demortalidad corregida

0 (Testigo) 0,0c* 0,0

2 64,28b 5224 ¢
4 7458b 64,01 bc
8 82,26 ab 80,32 ab
16 96,42 a 86,75a
32 A.84a 91,25a
CV % 20,70 22,81

" Promedios con letras iguales no difieren estadisticamente segiin Tukey al 5%.

controlador de nematodos fue registrado por
Mosqueray Murcia(21), quienesal usar trata-
mientos con este hongo encontraron disminu-
cién de la poblacion de nematodos en cultivos
de guayaba (21).

Aungue son pocos los estudios realizados
con B. bassiana yM. anisopliaeparael control
de Meloidogyne spp, €l potencia de estos
puede deberse a su habilidad biocontroladora
contra patdgenos del suelo. Estos hongos se
hanregistrado infectando larvasdecol edpteros
queseaimentan delasraices de plantas (19) y
el antagonismo de M. anisopliae contra dife-
rentesinsectosplagasdel suelo hasido demos-
trado por Ferron (12) y Zimmerman (27).

El ecosistemadel suel o puede proveer mu-
chas condiciones favorables para que sobrevi-
van los hongos, entre €ellas, la proteccion ala
radiacion solar (19). Cuando M. anisopliaese
aplicaa campo, la germinacion, crecimiento,
esporulacion y supervivencia son favorecidas
por los nutrimentos presentes en |os exudados
de las raices, suelo y superficie de los
hospedantes (22). El antagonismo de B. bas-
siana'y M. anisopliae sobre insectos plagas
del suelo puede servir de referencia por su
supervivenciaen esteambienteparaser utiliza-
dos con otros patdgenos del suelo como es
Mel oi dogyne spp; parasitismo quese compro-
bo en estainvestigacion.

Etapa 3. Evaluacion en almécigo. Grado de
infeccién de Meloidogyne spp en plantasde
la variedad Caturra. El andlisis de varianza
unifactoria por rangos de Kruska - Wallis
detecto diferencias estadisticas (P > 0,05) en-
tretratamientos paralavariablegrado deinfec-
cion causado por Mel oidogyne spp alasraices
del cafeto. Enlaseva uacionesconB. bassiana
el tratamiento que presentd un mayor grado de
infeccion fue aquel en el cual no se aplico el
hongo (testigo), que resulté igual
estadisticamente al tratamiento con 1,5g del
hongo, pero difiri6 estadisticamente (P> 0,05)
de los demas tratamientos. Este mismo trata-
miento no difirié estadisticamente del trata-
miento de 3g del hongo'y €l testigo, pero si de
los demas. L os tratamientos que causaron dis-
minucion en el grado deinfeccion fueronague-
llos en los cuales se aplicaron 3, 6 y 12g del
hongo y 1g de Furadan®, y presentaron dife-
renciaestadistica(P> 0,05) con € Testigo que
solo recibid laaplicacion de nematodos, sin el
hongo (Tabla 6).

En las evauaciones con M. anisopliae €l
Testigo sin aplicacién del hongo fue
estadisticamente diferente (P>0,05) alos de-
més tratamientos, encontrandose un disminu-
cion en el grado de infeccion de Mel oidogyne
spp con los tratamientos que seles aplico 1,5;
3; 6y 12g del hongo y 1g de Furadan®. Los
tratamientos con aplicacionesde 1,5y 3g del
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hongo y 1g de Furadan® fueron iguales
estadisticamente (P>0,05) y |os tratamientos
de 3, 6 y 12g del hongo y 1g de Furadan®,
también presentaron igualdad estadistica (Ta-
bla7).

En esta etapa se observé que los hongosB.
bassiana y M. anisopliae le ofrecieron pro-
tecciénalasplantasdecafévariedad Caturraen
condiciones de almécigo contra el ataque de
Mel oidogyne spp. Lasdosissuperioresa3g de
arroz colonizado por los hongos redujeron la
infeccion por Mel oi dogyne spp, obteniéndose
un mayor nimero de plantas con grados de
infeccion 1, comparados con €l testigo, €l cual
presenté un mayor nimerodeplantascongrado
deinfeccidnradical entre5y 6. Sinembargo la
dosis de 1,5g de M. anisopliae fue diferente
estadisticamente al testigo (P>0,05).

El control efectuado por el producto quimi-
co Furadan®, fue igual estadisticamente alos
mejores tratamientos deB. bassiana y M. ani-
sopliae. Teniendo en cuenta |osinconvenien-
tesque of recen estos productos por suimpacto
ambiental, esnecesario desarrollar otrasmedi-
das de control en las cuales se podriaincluir la
utilizacion de estos hongos, ya que ofrecieron
proteccion en condiciones de alméacigo contra
Meloidogyne spp, similar ala del nematicida
Furadan®.

L osresultados obtenidos en esta etapafue-
ron comparables alos obtenidos por Hincapié
(14) con e hongo V. chlamydosporium, y
Giraldo (13) con P. lilacinus, los cuales utili-
zaron la misma alternativa de aplicacién con
sustrato arroz y emplearon de igual forma la
escalade grados de infeccion deMel oidogyne

Tabla6. Numero de plantas de café variedad Caturra por grados de infeccién con Mel oidogyne spp. después de 130 dias de
ser inoculados con diferentes dosis de Beauveria bassiana.

Tratamiento NUmero Gradol Grado2 Grado3 Grado4 Grado5 Grado 6
repeticion

0g Testigo a* 20 - - - - 6 14
1,59 ab 20 5 2 7 - 6 -

39 bc 20 12 8 - - - -

1g Quimicoc 20 16 4 - - - -

69 c 20 17 - 3 - - -
129 c 20 18 2 - - - -

* Promedios con letras igual es no difieren estadisticamente. Prueba no paramétrica, rangos de Kruskal —Wallisal 0,05.

Tabla 7. Numero de plantas de caf é variedad Caturra por grados de infeccidn con Mel oidogyne spp. después de 130 dias de

ser inoculados con diferentes dosis de Metarhizium anisopliae.

Tratamiento Ndmero Grado1 Grado 2 Grado3 Grado4 Grado5 Grado 6
repeticion

Og testigo a* 20 - - - - 8 12
1,59 b 20 6 8 6 - 6 -
3g bc 20 12 8 - - - -
1g Quimico bc 20 17 3 - - - -
69 c 20 20 - - - - -
129 c 20 20 - - - - -

* Promedios con letras iguales no difieren estadisticamente. Pruebano paramétrica, rangos de Kruskal —Wallisal 0,05.
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Spp, en raices de café, para su evaluacion. La
aplicacion de los hongos en el suelo, con
nutrimentos, puede aumentar la supervivencia
y actividad antagonica (5).

Canoy Gil (6) mostraron queindependiente
delacantidad inicial del indculo del nematodo
gueseaplicaaplantasdecaféencondicionesde
almécigo, estas alcanzan un grado 5 de infec-
cion si el nematodo no se somete a ningun
control. Estos resultados demuestran la difi-
cultad quepresentael control del nematodo del
nudo radical con el empleo de unasolamedida
decontrol, puesningunadeé€llas, salvo laeste-
rilizacion del suelo, garantizalasupresiontotal
del inéeul 0. Por tanto, losresultados obteni dos
muestran un promisorio potencial deestoshon-
gos en el control biolégico de Meloidogyne
spp en condiciones de almécigo, para ser in-
cluidos en un manejo integrado recomendado
por Cenicafé.

ETAPA 4. Observacion microscopica. Con
|as observacionesde microscopiaopticadeluz
y electronicade barrido, € antagonismo de M.
anisopliae fue aparentemente mayor al obser-
vado con B. bassiana.

El parasitismo de estos hongos sobre hue-
vos de Mel oi dogyne spp. parece ser de natura-
leza enzimédtica, tal como se observd en
microscopia Optica de luz y electronica de
barrido, debido a la degradacién de la pared
celular, lapérdidadeturgenciadelos huevosy
lalisis de estadios J2 de Mel oidogyne spp.

Las masas de huevos pueden ser invadidas
por algunos organismos patégenos u oportu-
nistasque derivan susnutrimentos deloscom-
puestos presentes en éstos. Desde el contacto
con los huevos, estos hongos crecen répida-
mentey parasitan los huevos que estan en etapa
temprana de desarrollo embrionario (15). La
mayoria de estos organismos se conocen por
tener actividad quitinolitica; la quitina es un
constitutivo de gran proporcion de la capa del

huevo y si la cuticula pierde quitina probable-
menteeslo quelimitaa hongo parapenetrar la
cuticula del juvenil tan rgpidamente como la
cubiertadel huevo (15).

Se ha demostrado experimentalmente la
produccion de enzimas quitinasa, lipasa,
proteasaentre otras deB. bassianay M. aniso-
pliae, las cuales destruyen la cuticula de
Hypothenemus hampei (4). La pared de los
huevos de Meloidogyne spp. esta constituida
por lipidos, proteinasy quitinas, por locua las
enzimas yaindicadas pueden degradarla (23).

Microscopia 6ptica de luz. El ataque deB.
bassiana parece que seiniciaen lapared celu-
lar del huevo, localizandose las esporas a su
alrededor donde germinan, penetran 'y destru-
yen lamembrana. Luego se presentalisisdela
pared celular y del contenido interno del huevo
con incremento considerable del indculo del
hongo.

Se observo la colonizacién del hongo B.
bassiana penetrando através de lapared celu-
lar de los huevos de Meloidogyne spp. espe-
cialmente en uno o en ambos extremos del
huevo, con abundante produccién de esporas
del hongo (Figura 1). Como consecuencia del
ataquedel hongo en estadostempranosdedesa-
rrollo del huevo hubo total destruccién de la
pared celular, de las membranas y del tegjido
interno, con agregado de origen fungico en
ambos extremos del huevo (Figura 2).

Con B. bassiananoseapreci6élaformacion
de micelio, sino degradacion del nematodo y
produccion deesporassobreel tejido af ectado.
Laacumulaciéndel tejidofungicoenlosextre-
mos del huevo podria explicarse porque la
pared celular del huevo en esos sitios es mas
delgaday podria ser mas susceptible a ser de-
gradadapor lasenzimasproteoliticas, lipoliticas
y quitinoliticas de B. bassiana, teniendo en
cuenta que la penetracion de estos hongos
entomopatdgenospor lacuticuladeinsectosse
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hace por degradacién enzimédtica en los sitios
mas débiles del hospedante (9). En el caso de
M. anisopliae se observé un mayor antagonis-
mo, mayor proliferacion de micelio y de es-
tructurasdereproducciénenloshuevosafecta-
dos. El miceliode M. anisopliaeformaunared
gue entra en contacto con la superficie del
huevo y posteriormente destruye la cubierta,
penetrando a huevo y reemplazando con sus
estructuras el contenido interno de éste. El
micelio deM. anisopliae saledel tejido inter-
nodel huevoatravésdelamembranay enforma
periférica(Figura3). También seobservaabun-
dante produccion de esporas y tejido micelial
externo. Con este hongo se pudo observar un
parasitismo muy similar al que presentan algu-
nos hongos que han sido registrados como

g }' :

o
=

Figura 1. Huevo de Meloidogyne spp. parasitado por B.
bassiana y rodeado por esporas del hongo (40X).

antagonistas de Meloidogyne spp, como P.
lilacinusy V. chlamydosporium (13, 14).

M. anisopliae afectaal huevo entodos sus
estados de desarrollo (Figura4). Los estadios
juvenilesdel nematodotambiénson parasitados
por M. Anisopliae que penetra a través de la
membrana, provocando lisisdetejidos (Figura
5). Alrededor se observa proliferacion de
micelio y esporas del hongo.

Microscopia electrénica de barrido. En
microscopia electronicade barrido se observa
gue B. Bassiana destruye los huevos de
Meloidogyne spp , y en €l interior del huevo
crece el micelio del hongo (Figuras6y 7). Se
observaron restos del medio de cultivo (arroz)

Figura 2. Lisis del huevo de Meloidogyne spp, con
agregado fungico de B. bassiana (40X).

Figuras3. Huevosde Meloidogyne spp., con abundante agregado micelial internoy externo, de
M. anisopliae y abundante proliferacion de esporas del hongo (40X).
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alrededor de los huevos los cuaes pierden
turgenciay presentan superficie corrugada por
efectodel ataguedel patdgeno, encomparacion
con un huevo de Mel oidogyne spp. sano, que
apareceturgentey desuperficielisa(Figura8).

M. anisopliae destruye completamentelos
huevos deMel oidogyne spp. y en su superficie
hay abundante produccién deesporasdel hongo
(Figuras 9y 10). En los atagques iniciales se
observan lesiones en la parte superior de los
huevos, con algunas estructuras del patégeno
(Figura |1). El parasitismo de M. anisopliae
sobre huevos de Mel oidogyne spp. se confir-
mo (Figuras 9,10y 11) al observarse la des-

Figura 4. Estadio J1 de Meloidogyne spp. afectado por M.
anisopliae (40X), obsérvese crecimiento fungico en él.

J - Bgae” 28Ky Y1 10
Figura 6. Huevo de Meloidogyne spp. destruido por B.
Bassiana. Obsérvese |la pérdida de su turgencia, su pared
roturaday presenciaderesiduosdecristalesempleadosen el
montaje microscdpico (750X).

truccion del huevo deMel oidogyne spp. por €
patégeno y la emergencia de sus estructuras

desde €l interior del nematodo.
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Figura 5. EstadiosJ2 de Meloidogyne spp. parasitados por
M. anisopliae, con abundante produccién de esporas del
hongo (40X).
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Figura 7. Huevo de Meloidogyne spp. afectado por B.
bassiana, presenta la membrana destruida y su superficie
corrugada. Seaprecianresiduosdecristalesdelosreactivos
utilizados en la preparaci 6n microscopica (1100X)
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Figura 8. Huevo de Meloidogyne spp. sano, con el tejido
turgentey lasuperficielisa, asi comorestosdecristalesdelos
reactivos empleados en el montaje microscdpico (2000X).

§05 T3 ¥ :
Figura 10. Huevo de Meloidogyne spp. parasitado por M.
anisopliae. Se observan en detalle las hifas del hongo
saliendo del interior del huevo, esporasy restosde medio de
cultivo (2300X).
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