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RESUMEN

GIRALDO F.,M.A.; LEGUIZAMON C., J.E. Control de Meloidogyne spp. en almécigos de café con
el hongo Paecilomyces lilacinus. Cenicafé 49(2): 85-101. 1998

Se evalu6 el control que ejerce el hongo Paecilomyces lilacinus sobre Meloidogyne spp. en almdcigos de
café. En un experimento mediante andlisis “probit” se determiné la DL, del hongo obtenido en 25g de arroz,
sobre el nematodo. En otro se evalué el efecto del hongo multiplicado en 25g y 50g de arroz en aplicacién
total y fraccionada, ademds comparando el resultado con el tratamiento quimico; se observé que todos los
tratamientos aplicados redujeron significativamente el niimero de estados juveniles (J2) del nematodo, cien
dfas después del transplante. El tratamiento quimico, fenamifos 1g PC/bolsa 10 dias después del transplante
y el hongo en dosis total de 50g (2,1x 10°esporas/g de arroz) presentaron el menor grado de infeccion, asf
como diferencias altamente significativas respecto al testigo en el niimero de huevos. Dosis fraccionadas
del hongo no mejoraron el control. En un tercer experimento se evalud la presencia del hongo en el suelo
8, 30, 70 y 95 dias después de su inoculacién, asi como la patogenicidad de los aislamientos recuperados
sobre huevos del nematodo. Las poblaciones disminuyeron a partir de la inoculacién, registrandose valores
minimos hacia el final del experimento, mientras que la patogenicidad sobre el nematodo no mostré
variacion significativa, presentando en promedio, 72% de parasitismo de huevos.

Palabras Claves:  Paecilomyces lilacinus, dosis, sobrevivencia, patogenicidad, control biol6gico,
almdcigos, café, Coffea arabica, Meloidogyne spp, nematodos.

ABSTRACT

Three experiments were carried out to evaluate the effect of Paecilomyces lilacinus on the coffee root knot
nematode (Meloidogyne spp.). The first experiment estimated by probit analysis an LD50 of 25 g of rice
colonized by P. lilacinus on a population of nematodes infective to coffee plants. The second experiment
evaluated total and fractional doses of the fungus cultured on rice as compared to chemical treatment, under
nursery conditions. One hundred days after transplanting, all treatments had significantly reduced the
number of juveniles. Chemical treatment (fenamifos 1 g/bag, 10 days after transplanting) and the fungus
dose of 50 g. (2.1 x 10° spores/g of rice) showed the lowest level of nematode infection. Fractionated doses
did notimprove control. The third experiment evaluated the presence of the fungus in the soil 8, 30, 70, and
95 days after inoculation, and pathogenicity of the fungus recovered. Level of fungus was much reduced
by the final evaluation though pathogenicity remained constant with a mean of 72% egg parasitism.

Keywords: Paecilomyces lilacinus, coffee nursery, Meloidogyne spp., survival, parasitism, biological
control, probit test.
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Las especies del nematodo del nudo radical,
Meloidogyne javanica y M. incognita, ademas
de presentar una amplia distribucién en zonas
del trépico y subtrépico y la mayor variedad de
hospedantes econdémicamente importantes a
escala mundial, estdn registradas como las mas
agresivas en el cultivo del café en Colombia,
debido principalmente a los dafios irreversibles
causados al sistema radical de la planta, la alta
capacidad reproductora que presentan y su
amplia distribucién en diversos agro-
ecosistemas, lo cual ha exigido el desarrollo y
evaluacién de précticas para su manejo y con-
trol (5, 11; 25,26, 35).

Las investigaciones realizadas en el cultivo
del cafeto han demostrado la poca eficiencia de
las medidas de control aplicadas en plantacio-
nes establecidas con material de siembra
parasitado por el nematodo. Bajo estas condi-
ciones, los productos quimicos de accién
sistémica no son absorbidos ni translocados a
través del sistema radical atrofiado por el
nematodo y los nematicidas de contacto redu-
cen, s6lo provisionalmente, las poblaciones
existentes en el suelo (5, 26).

Recientes experimentos demostraron que,
cultivos de café establecidos con plantas obte-
nidas en vivero, libres del nematodo, no se ven
afectadas en su crecimiento y produccion al ser
sembradas en campos altamente infestados por
el complejoM. javanicay M. incognita (15, 25),
por lo cual, se ha definido la etapa de almacigo
como aquella donde se requiere la prevencién y
control del nematodo (4, 5, 15, 23, 26).

La agresividad, asi como la importancia
econémica del dano de los nematodos, son
razones para que las medidas de control utiliza-
das consulten el entorno donde van a actuar,
buscando asi conformar una propuesta de ma-
nejo integrado que involucre no sélo al parésito
como tal, sino también sus relaciones con el
ambiente y sus hospedantes y sirva de modelo
para su consideracién en otros cultivos donde
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los nematodos revisten importancia economica
(30).

El hongo Paecilomyces lilacinus fue regis-
trado en el afio de 1979 como un eficiente
pardsito de hembras y huevos del nematodo del
nudoMeloidogyne spp. (24). A partir de enton-
ces se han obtenido resultados promisorios para
su desarrollo y utilizacién en programas de
manejo del nematodo en el trépico y en zonas
templadas (8,16, 28, 33). Muchos de estos
experimentos han sido realizados en cultivos
transitorios y son pocos los estudios en cultivos
perennes como el café, en el cual se ha mencio-
nado la posibilidad de introducir enemigos
naturales para el control de nematodos desde
1950 (20). Pruebas realizadas recientemente
en condiciones de laboratorio mostraron
como el aislamiento 9201 del hongo P.
lilacinus parasité huevos del nematodo en
mas del 90%, resultado a raiz del cual, se
sugirié la realizacién de estudios en
almécigos de café (12).

A pesar de los buenos resultados obtenidos
en laboratorio y registrados en la literatura, las
pruebas de campo muestran, en el comporta-
miento parasitico de P. lilacinus, la influencia
de factores tales como: la patogenicidad de los
aislamientos empleados, los substratos donde
se incrementan, la interaccién con otros
microorganismos del suelo, la capacidad de
colonizar el sueloy su persistencia en el mismo,
las dosis que deben ser aplicadas, el nimero de
aplicaciones necesarias y finalmente, el tipo de
planta que se desea proteger.

Se desarroll6 entonces esta investigacion
con el propésito de determinar el comporta-
miento parasitico del aislamiento 9201 de P.
lilacinus en la etapa de almacigo del café y las
posibilidades que ofrece para ser incorporado a
unapropuesta de manejo integrado del nematodo
del nudo radical. En tres experimentos conside-
rados, el primero busco estimar mediante and-
lisis “probit” la dosis media infectiva del hongo




P. lilacinus multiplicado en sustrato de arroz
para controlar el complejo M. incognita'y M.
Jjavanica; el segundo, probé en condiciones de
almécigo de café el efecto que las dosis estima-
das (aplicadas en forma total y fraccionada)
tuvieronenel control del complejo del nematodo
inoculado sobre plantas cotiledonares de café y
el tercero, evalud la permanenciaen el suelo del
hongo inoculado al almécigo de café y su
capacidad parasitica sobre huevos del nematodo
a través del tiempo.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién. La investigacién se realizé en
la sede principal del Centro Nacional de
Investigaciones de Café, Cenicafé, Chinchi-
nd. Las unidades experimentales se ubicaron
en casa de mallas, en la cual se registré una
temperatura maxima diurna de 28 °C, como
minima nocturna 15°C, una humedad relati-
va minima diurna de 40% y la mdxima noc-
turna de 100%.

Produccion del inéculo del nematodo. El
in6culo inicial se obtuvo de una poblacién del
complejo M. javanica y M. incognita aislada
originalmente de raices de café de un lote
comercial de la finca “La Bamba”, municipio
de Santa Rosade Cabal, Risaralday conservada
in vivo sobre raices de tomate (Lycopersicum
sculentum var. Santa Cruz) sembrado en suelo
estéril (26).

El inéculo se incrementd sobre raices de
plantas de tomate Lycopersicum sculentumvar.
Santa Cruz, sembradas en suelo de la Unidad
Chinchind sin adiciones de materia orgdnica y
esterilizado en autoclave durante 30 minutos a
15 psi., y 121°C. Sesenta y cinco dias después
de la inoculacién, las raices presentaban abun-
dantes nudosidades, suficientes para extraer de
ellas los huevos de Meloidogyne spp. requeri-
dos para los experimentos.

Inéculo de P. lilacinus. Se empleé el aisla-
miento 9201 obtenido por CORPOICA en
Tibaitatd, a partir del insecto Antiteuchus
tripterus (Hemiptero: Pentatomidae) y multi-
plicado y conservado en Cenicafé, en nevera, a
4°C y en sustrato de arroz cocido (12).

Lacapacidad parasiticadel hongo se reactivo
in vitro sobre huevos del complejoM. incognita
y M. javanica. Con este prop6sito se deposita-
ron 200 huevos/caja en una suspension del
hongo en agua destilada estéril, de concentra-
cién 5x 107 esporas/ml, para determinar el por-
centaje de parasitismo obtenido 8 dias después.
Posteriormente se extrajeron de las cajas, hue-
vos parasitados del nematodo y se sembraron
en medio PDA, para obtener de ellos colonias
activas a partir de las cuales se multiplico el
hongo en arroz (12).

Los cultivos puros del hongo se
incrementaron en arroz cocido; previo a esto, el
arroz se lavd con agua de acueducto y se
deposité en frascos de vidrio de boca ancha
(100 g/frasco de 453ml); se adicionaron 100ml
de agua de acueducto de pH 4.5 ajustado con
una solucién de dcido lactico. Posteriormente
se taparon con papel de aluminio y se esterili-
zaron en autoclave a 15 psi. durante 30 minutos
a 120°C (2).

Se tom6 un segmento de 2cm? de un cultivo
puro del hongo de 10 dias de crecimiento y se
inocul6 el arroz preparado, manteniéndolo du-
rante 7 dias en la oscuridad, a 25°C, agitando
diariamente los frascos. Los crecimientos obte-
nidos presentaron una produccién promedio de
2x10° esporas/gramo de arroz.

Determinacion de la Dosis Letal Media
(DL, y DL, de P. lilacinus sobre huevos
de Meloidogyne spp. Se evalué el parasitis-
mo de dosis crecientes de P. lilacinus multi-
plicado en arroz, sobre una cantidad cons-
tante de huevos del nematodo en suelo este-
rilizado.
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Se empleé como substrato, suelo de la uni-
dad Chinchind esterilizado en autoclave duran-
te 30 minutos a 15 psi. y 121°C, el cual se
deposité posteriormente en vasos pldsticos
desechables, de 300ml de capacidad (150g de
suelo/ vaso). El hongo se multiplicé a partir de
un cultivo puro y activo, obteniéndose una
produccién de 2,1 x 107 esporas/g , 10 dias
después de la siembra. La inoculacién se
realizé mezclando el hongo en las diferentes
dosis con el suelo, 5 dias antes de la inocu-
lacién de los nematodos y agregando poste-
riormente agua destilada estéril hasta conse-
guir capacidad de campo y asi evitar la
deshidratacion del suelo durante el experi-
mento.

El in6culo de Meloidogyne spp. lo constitu-
yeron huevos del nematodo mezclados con
150g de suelo. Para la inoculacion se hizo una
suspensién en agua destilada estéril la cual se
distribuyé uniformemente en el suelo. En tra-
bajos realizados por Leguizamon (25) se deter-
miné que 2500 huevos del nematodo producen
una poblacién inicial de J2 capaz de desarrollar
una alta infeccion sobre plantas de café en
estado cotiledonar, 100 dias después de su
inoculacién.

Se realiz6 la extraccion de los huevos del
nematodo de las raices de las plantas de tomate,
mediante hipoclorito de sodio al 0,5%, Barker
(6). El conteo se realizé con la ayuda de una
cdmara de recuento de células de 1ml de capaci-
dady cuadricula de 20x50 cuadros, promediando
los valores obtenidos en 6 recuentos sobre toda la
camara.

El disefio experimental utilizado fue com-
pletamente al azar con seis tratamientos y 20
repeticiones por tratamiento. La unidad experi-
mental la conformé un vaso plastico que conte-
nia el substrato y los indculos antes menciona-
dos. En la Tabla 1 se describen los tratamientos
evaluados.
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TABLA 1. Dosis evaluadas del hongo Paecilomyces
lilacinus y su equivalente por bolsa de almdcigo de café.

Peso de arroz colonizado
por Paecilomyces lilacinus (g)

Tratamiento g/vaso* Estimativo g/bolsa**
1 0.75 10
2 1.5 20
3 3 40
4 6 80
5 12 160

*  Vasopldsticocon un contenido de 150g de suelo estéril.
*#% Bolsa pldstica de 17 x 23cm: 1650g de capacidad
aproximadamente.

Se utilizé como variable, la cantidad de
estadios J2 (juveniles méviles) recuperados de
las muestras de suelo procesadas, ya que permi-
te determinar el efecto del hongo no sélo en el
parasitismo de huevos del nematodo, sino tam-
bién en la posible inhibicién de la movilidad de
los J2 que logran eclosionar (13, 19). La
movilidad de los estadios J2 es una caracteris-
tica de su capacidad de infeccién, porlo cual, se
utilizé en este experimento una metodologia
donde fuera necesaria una buena movilidad de
los estadios J2, para permitir su extraccion.

La cantidad de J2 presentes en el suelo
contenido en los vasos se midié 10 y 20 dias
después de la inoculacién de los nematodos,
(10 vasos/tiempo), siguiendo la metodologia
del “Tamiz plastico-Papel facial doble™, modi-
ficado del método “Filtro de algodéon™ de
Oostenbrink por Baeza et al. (4). En esta meto-
dologia, la muestra de suelo se deposita sobre
un tamiz de cocina de Imm de poro para ser
lavada con agua de acueducto a presion y se
recoge el material en un recipiente en el cual,
luego de agitar repetidas veces, se vierte el
material que sobrenada en un tamiz de 44p. El
material retenido en este tamiz se pasa a un
tamiz plastico de 200 micras de poro cubierto




por una capa doble de papel facial y colocado
sobre un plato pléstico. El plato plastico con-
tiene 250 ml. de agua que cubren totalmente al
papel facial. Cuatro dias después, la suspensién
del plato se deposita en un recipiente y se
completa hasta un volumen conocido, para
realizar el recuento de los J2 presentes.

El porcentaje de mortalidad de nematodos
para cada tratamiento, se estimé relacionando
el nimero de J2 recuperados para cada repeti-
cién con los J2 del testigo (tratamiento no
inoculado con el hongo); para este fin se em-
pled la formula:

J2.Rept. X 100

Mortalidad = 100 <<1>>

J2. Test
En donde:

J2. Rept. = Juveniles extraidos en la repeticién
R para el tratamiento T.

J2. Test = Promedio de Juveniles extraidos
para el testigo.

Los porcentajes de mortalidad obtenidos
para cada lectura se sometieron a andlisis
“probit”, estimando la ecuacién para el cdlculo
de la dosis media infectiva de inéculo de P.
lilacinus expresado en gramos de arroz coloni-
zado por el hongo.

Evaluacion de dos dosis de P. lilacinus apli-
cadas en almacigos de café. Este experimento
permiti evaluar dos dosis diferentes del hongo
P. lilacinus aplicadas en forma total y fraccio-
nada, en un almacigo de café var. Caturra para
controlar Meloidogyne spp. Asi mismo, com-
paré el control efectuado por el hongo con el de
un nematicida comercial aplicado en una dosis
recomendada para café.

El substrato del ensayo se obtuvo de igual
fuente y se sometid a igual tratamiento que el

empleado en el primer experimento. El hongo
se incrementé en arroz segin la descripcién
hecha para el experimento 1, con un recuento
promedio de 2x10° esporas/g de arroz. El
arroz se desmenuzé y se mezcld con el suelo;
luego con esta mezcla se llenaron las bolsas del
almécigo. El ensayo se ubico en la casa de
mallas donde se realiz6 el primer experimento.

Como fuente de in6culo del nematodo se
emplearon 2500 huevos, los cuales se obtuvie-
ron siguiendo la misma metodologia que para
la experimento 1 y se inocularon a las raices de
las plantas de café al momento del transplante
(26).

Se aplic6 el nematicida comercial fenamifos
(Nemacur 10G. MR) 10 dias después del
transplante de las plantas en estado cotiledonar
en dosis de un gramo de producto comercial por
bolsa (5).

Se empleé un disefio experimental com-
pletamente al azar, con siete tratamientos y
20 repeticiones por tratamiento. La unidad
experimental la conformé una planta de café
sembrada por bolsa de 17x23cm con capaci-
dad de 1650 gramos de suelo, aproximada-
mente.

Tratamientos. Con base en los resultados
obtenidos en el experimento 1 se seleccionaron
para su evaluacion, la DL50 estimada del hongo
en sustrato de arroz, y el doble de esta dosis
(Tabla 2).

Para los tratamientos donde se fraccionaron
las dosis del hongo la mitad de ésta se aplic6 10
dias antes del transplante (inoculacién realiza-
da segtin lo descrito anteriormente) y el resto,
30 dias después del transplante, depositando
superficialmente el hongo sobre la bolsa y
cubriéndolo con una capa de suelo.

El experimento se calificé cien dias después
de la inoculacién de los nematodos, midiendo
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TABLA 2.

Tratamientos utilizados para evaluar el control de Meloidogyne spp. con Paecilomyces lilacinus, evaluados

bajo condiciones de almdcigo en plantulas de café var. Caturra.

Tratamientos Descripcién

Testigo absoluto Suelo estéril sin nematodos
Testigo con nematodos
Dosis |

Dosis 1 fraccionada
Dosis 2

Dosis 2 fraccionada

Tratamiento quimico

Suelo estéril + in6culo de huevos de Meloidogyne spp.

Suelo estéril + 25g del hongo + inéculo de Meloidogyne spp.

Suelo estéril + 25g del hongo fraccionados + indculo de Meloidogyne spp.
Suelo estéril + 50g del hongo +indéculo de Meloidogyne spp.

Suelo estéril + 50g del hongo fraccionados + inéculo de Meloidogyne spp.

Suelo estéril +indculo de Meloidogyne spp. + nematicida quimico

el peso fresco de cada una de las raices de las
plantas de café, asi como la infeccién causada
por el nematodo a la raiz de cada una de las
plantas. La infeccidn se cuantificé visualmente
en porcentaje de raices con nudosidades, me-
diante escala de calificacién propuesta por la
Universidad de Carolina del Norte (USA) en el
proyecto internacional de Meloidogyne, modi-
ficada por Leguizamén (25) (Tabla 3.). Los
valores obtenidos para el peso fresco de raices
asicomo para el grado de infeccidn, se sometie-
ron a un andlisis de varianza y prueba de
comparacién de Tukey (5%). Las plantas se
agruparon por grado de infecciéon para cada

tratamiento y las raices de los diferentes grupos
formados, se dividieron en pequefios trozos y se
distribuyeron en porciones de un gramo, que se
depositaron individualmente en frascos de vi-
drio. De cada gramo de raices se extrajeron los
huevos, juveniles (J2) y hembras presentes,
analizando el total del sistema radical de cada
una de las repeticiones para cada tratamien-
to.

La extraccion de los estados se logré me-
diante degradacién enzimadtica de la pared ce-
lular del tejido de las raices por accién de las
enzimas Pectinasa™® (Sigma) y Celulasa™®

TABLA 3. Escala de calificacién modificada para la infeccion de Meloidogyne spp. sobre plantas de café (25).

Grado Descripcién

Grado 1 Ausencia de dafio

Grado 2 Con una nudosidad y hasta el 10% de las raices laterales afectadas. Sin dafio en cuello o raiz pivotante

Grado 3 Entre el 11% y el 25% de las raices laterales con nudosidades. Cuello y raiz pivotante sin dafio.

Grado 4 Entreel 26% y el 50% de las raices laterales con nudosidades. Ataque en laraiz pivotante, cuello sin dafio,
presencia ocasional de masas de huevos.

Grado 5 Entreel 51%y el 75% de las raices laterales con nudosidades. Ataque en laraiz pivotante, menos del 50%
del perimetro del cuello afectado, presencia de masas de huevos externas.

Grado 6 Mas del 76% de las raices laterales con nudosidades. Ataque en la raiz pivotante, mds del 50% del
perimetro del cuello afectado (tejido suberizado), presencia de masas de huevos externas.
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(Sigma)(18). Las raices sumergidas en las
enzimas se incubaron a 30°C durante 72 horas,
al cabo de las cuales se disecaron los nudos con
bisturi y una aguja de acero y se extrajeron los
diferentes estados del nematodo. Se lavaron
extrayéndolos de la suspension de enzimas y se
concentraron en una suspension acuosa para su
recuento con una cdmara de 1ml de capacidad
y cuadricula dividida en 1000 celdas, contando
sobre todos los cuadros en tres montajes suce-
sivos el nimero de huevos, J2 y hembras pre-
sentes. Se calcularon los promedios de los
valores de las tres lecturas y con éstos se estimé
el nimero de estados por gramo de rafz. Se
sometieron los promedios al andlisis de varianza
y la prueba de Tukey al 5%.

Persistencia de Paecilomyces lilacinus en el
suelo y capacidad parasitica sobre huevos del
nematodo. Para evaluar la persistencia se
tomaron muestras de suelo de 50g de una bolsa
elegida al azar para ambos tratamientos, en la
cual el hongo se aplicé en dosis total. La
evaluacion se realiz6 a los 8, 30, 70 y 95 dias
después de la inoculacién del hongo. Con el
suelo se prepararon soluciones diluyendo hasta
una concentracién 1 en 2000 en agua destilada
estéril (16). Se inocularon alicuotas de 0,5ml
de las soluciones superficialmente en cajas
petri con PDA acidificado (20 cajas por mues-
tra).

Se hizo unrecuento de UFC del hongo en las
cajas sembradas, 15 dias después de la inocula-
cion, y se estimé el nimero de éstas por gramo
de suelo. Posteriormente se transformaron los
valores observados para cada tiempo de evalua-
cion, logaritmicamente, y se sometieron a ana-
lisis de regresién para cada tratamiento.

Patogenicidad de P. lilacinus. Esta se evalué
alos 0, 30, 60, 90 dias después de inoculado el
hongo en el suelo. Las colonias se purificaron y
se incrementaron en arroz y se realizaron las
pruebas de parasitismo de los crecimientos
obtenidos en la prueba de permanencia del

hongo para cada tiempo de muestreo. Los ais-
lamientos obtenidos se incrementaron en arroz
y se prepararon suspensiones en agua destilada
estéril, siguiendo la metodologia descrita. Los
huevos del nematodo se obtuvieron de igual
fuente y con la metodologia anterior.

En cajas de petri esterilizadas y dispuestas
al azar (20 cajas por cada aislamiento), se
pusieron en contacto 200 huevos del nematodo
por cada caja, con una concentracién 5x107
esporas/ml del hongo en un volumen de 4ml
(12, 14). Ocho dias después se realizé el
recuento de los huevos que no mostraban signos
de parasitismo, tifiendo para este fin el volumen
de las cajas con 0,3 ml. de azul de lactofenol.
Con estos valores se estimaron los porcentajes
de parasitismo del hongo para cada tiempo de
evaluacién sometiéndolos al andlisis de varianza
y la prueba de Tukey (5%).

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la dosis letal media (DL, )
de indculo de Paecilomyces lilacinus sobre
huevos de Meloidogyne spp. Evaluacion 10
dias después de inoculados los huevos de
Meloidogyne spp., al suelo. Se observé dismi-
nucion progresiva y altamente significativa del
nimero de estadios juveniles recuperados a
medida que la dosis del hongo fue mayor y por
tanto, una relacion directa entre la dosis y la
mortalidad del nematodo, (Tabla 4).

El andlisis de varianza de los registros mos-
tré estimaciones altamente significativas para
los pardmetros, permitiendo conformar conellos
una ecuacién confiable para el célculo de la
DL,,. La ecuacién estimada para el cdlculo de
la dosis letal media de inéculo de P. lilacinus
sobreuninéculode 2500 huevos de Meloidogyne
spp. fue la siguiente:

Y =4,244310 + 0,626974(X+1%)  <<2>>
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Los valores calculados con esta ecuacion
para la dosis media infectiva (DL, ) y la dosis
letal 90 (DL,) fueron los siguientes:

Dosis letal media (DL, = X): 5=4,244310
+0,626974(X+1) <<3>>
X, =2,33g

Dosis letal 90 (DL, = X): 5 + 1,28 =
4,244310 + 0,626974(X+1%)  <<4>>

Xy = 24,7g
Donde:
Y = Valor probit
X = Logaritmo natural de la dosis

*
|

= Este valor fue adicionado al andlisis ya
que fueron evaluadas dosis <1 y su
logaritmo es un valor negativo.

1,28 = Valor de la distribucién normal para el

90%.

Los valores se obtuvieron para 150g de
sueloinoculado; las dosis correspondientes para
1650g de suelo de una bolsa de almécigo nor-
mal fueron las siguientes:

DL, = 25,6g de arroz colonizado por el hon-
go/bolsa de almdacigo.
DL, = 271,g de arroz colonizado por el hon-

go/bolsa de almécigo.

Ambas dosis coinciden con las sefialadas
por otros autores como efectivas para el control
de Meloidogyne spp. (3, 24, 29, 33). Cardona
(12), sefial6 un potencial parasitico para el
aislamiento 9201 del 94% bajo condiciones in
vitro; sin embargo, en este experimento se
observo que la dosis del hongo necesaria para
producir un control del 90% (DL ) sobre un
inéculo de 2500 huevos del nematodo por bolsa
de almécigo resulta ser bastante alta y conlleva,
bajo condiciones de agricultor, a la manipula-
cion de altos volumenes de arroz y précticas de
produccién del hongo que incrementarian los
costos del almécigo. Considerando que una
aplicacién generalizada de un control que bus-
ca realizar una accién protectora de las plantas
del almdcigo deberd ser efectiva con bajos
costos, el empleo de una dosis como la DLgo
estimada en este experimento resulta ser costo-
sa, por lo cual deberdn explorarse alternativas
de aplicacién que permitan ubicar en el suelo
gran cantidad de esporas a bajo costo.

TABLA 4.  Promedio de estados juveniles (J2) de Meloidogyne spp. recuperados, y mortalidad calculada respecto del
testigo, para las evaluaciones realizadas 10 y 20 dias después de inoculados los nematodos en el suelo.
10 dias 20 dias
DOSIS* n J2 recuperados % Mortalidad n J2 recuperados % Mortalidad
0 10 737,6 0 10 111,25 0
0,75 7 503 31,7 4 85 23,59
L5 5 391 47,0 4 61,75 44,58
3 10 294 60,0 7 50,85 54,41
6 - - - 4 57,5 48,31
12 9 162 755 2 60 46,07

* Dosis del hongo P. lilacinus expresadas en gramos de arroz colonizado por 150g de suelo.
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Una préctica recomendada a los caficulto-
res en la elaboracién de sus almacigos de café
consiste en la mezcla del suelo del almacigo
con materia orgdnica descompuesta con el fin
de mejorar las caracteristicas quimicas y fisicas
del suelo. La multiplicacién del hongo en
substratos que puedan ser empleados como
materia orgdnica para las plantas, deberd ser
evaluada como una alternativa para la aplica-
cidén de dosis altas del hongo, sin necesidad de
incrementar el nimero de labores a realizar y
sin afectar en forma considerable los costos de
produccién del almdcigo. Al respecto, se reali-
zaron algunos estudios empleando para la mul-
tiplicacién del hongo materiales de desecho y
estiércol de gallina, encontrandose un control
favorable del nematodo Meloidogyne spp. (1,
27).

Dadas las limitaciones que por ahora pre-
senta el empleo de dosis altas, en el segundo
experimento de ésta investigacion, se evalué el
efecto de dosis estimadas inferiores a la DL,
sobre el control del nematodo. Una dosis infe-
rior a la DL resulta econdmicamente acepta-
ble segtin lo planteado por Backman y Rodriguez
(3), quienes mencionan que por razones como
los costos de produccién y volimenes de alma-
cenamiento, se debe evitar el uso de aplicacio-
nes de agentes de biocontrol superiores a 100 -
200 kg/ha. Sin embargo, la reduccién de la
dosis podria comprometer la efectividad biold-
gica del control al producirse una infeccién del
nematodo incorregible posteriormente, lo cual
refuerza la necesidad de investigar estrategias
complementarias que incrementen la eficien-
cia del control biolégico, dentro del marco del
manejo integrado del nematodo.

Evaluacién realizada 20 dias después de
inoculados los huevos de Meloidogyne al suelo.
El andlisis de varianza para la segunda evalua-
cién no mostré diferencia significativa entre
tratamientos, por lo cual los pardmetros evalua-
dos no permiten conformar una ecuacién para
la realizacién de estimaciones confiables.

En esta evaluacién y con respecto a la
primera lectura se observé una disminucién en
el nimero de unidades experimentales con pre-
sencia de J2, asi como una reduccién en el
ntimero de J2 totales por unidad experimental.
Esta baja recuperacién puede ser explicada por
la pérdida de movilidad que presentan los J2 de
Meloidogyne spp., a través del tiempo,
influenciada por factores tales como: tempera-
tura alta, pérdida de humedad del substrato,
ausencia de material vegetal susceptible de ser
infectado o presencia de compuestos orgdnicos
e inorgénicos en el medio.

La ausencia de raices susceptibles de ser
parasitadas tiene gran influencia en la movili-
dad de los nematodos a largo plazo, ya que estos
responden favorablemente a los estimulos qui-
micos provenientes de las raices de la planta.
Ante la ausencia de tales estimulos, la movili-
dad del nematodo cesa al cabo de pocos dias
como medida defensiva para conservar sus
pocas reservas ya que, en ésta etapa de su
desarrollo, el nematodo no tiene actividad ali-
menticia (21).

Evaluacion de dosis totales y fraccionadas en
plantulas de café var. Caturra.Peso fresco de
raices. El nematodo inoculado indujo reduc-
cién significativa del peso fresco total de las
raices de las plantas de café para todos los
tratamientos evaluados (Tabla 5). El hongo
tuvo un comportamiento similar al del trata-
miento quimico con el cual no present6 diferen-
cias estadisticas, asi mismo, ninguno de los
tratamientos donde se aplicé el hongo presentd
diferencias estadisticas para esta variable, con
el testigo inoculado.

Grado de infeccién. El hongo aplicado en
dosis de 50 g/bolsa (total y fraccionada) y el
tratamiento quimico, fueron los mejores trata-
mientos ya que lograron reducir significati-
vamente el grado de infeccién radical causado
por el nematodo en plantulas de café, compara-
dos con el testigo inoculado. El tratamiento
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consistente en la aplicacién de 25g del hongo
(dosis total y fraccionada) no mostré diferen-
cias estadisticas con el testigo inoculado.

En este experimento todos los tratamientos
probados presentaron un grado de infeccién
cercano o superior a 4, explicado por la
infeccién causada en las raices de café por la
poblacién inicial del nematodo (poblacién
inoculada) y al incremento de la poblacion a
través del tiempo. La aplicacién dirigida del
in6culo del nematodo sobre las raices de la
planta fue una condicién altamente favorable
para la infeccién y por esto, exigente para que
el hongo ejerciera el control. Cano y Gil (11),
demostraron cémo 600 estadios juveniles de
Meloidogyne spp. ubicados en la zona de raices
de la planta de café, es cantidad suficiente para
generar una infeccién de grado 6, tres meses
después de ser inoculados. Segtin lo observado
en el anterior experimento, de los 2500 huevos
del nematodo inoculados es posible recuperar
en promedio una poblacion de juveniles infec-
ciosos de Meloidogyne spp. (Tabla 5.), en can-
tidad mayor a la sugerida por Cano y Gil (11)
como alta.

No obstante, el mejor tratamiento mostro,
en promedio, un grado de infeccién de 3,94.
Este valor resulté 1,4 grados por debajo de la
infeccién mostrada por el testigo que segtin la
escala de calificacidn utilizada corresponde a
un incremento en las raices secundarias sanas
superior al 25%, ausencia de dafio a nivel del
cuello de la planta y presencia ocasional de
masas de huevos. Esto sugiere la notable accion
del hongo en el control de los incrementos de
poblacién del nematodo, estadisticamente si-
milar a la observada para el control quimico,
tratamiento que mostré menor grado de infec-
cién. Estos resultados coinciden con los de
Cabanillas y Barker (7), quienes lograron redu-
cir en un 25% el porcentaje de nudosidades en
plantas de tomate de mesa con aplicaciones del
hongo, empleando granos de trigo como sustrato.

La aplicacién fraccionada de las dosis del
hongo no ofrecié proteccién adicional a la
planta, ya que el hongo no present6 un adecua-
do contacto con el sistema radical de la planta,
debido a que la inoculacién se realiz6 en forma
superficial. Al respecto, una aplicacién del

TABLAS5.  Gradodeinfecciénen valores de laescala++y peso fresco de raices de café (g), paralos diferentes tratamientos
100 dias después de la inoculacién de Meloidogyne spp.

Tratamiento n Peso fresco (g)+ Grado de infeccién ++

Testigo no inoculado 20 0,955 a*

Testigo inoculado 11 0,660 b 537 a*

Dosis 1 14 0,680 b 525 &

Dosis 1 Fraccionada 11 0,594 b 5,0 ab

Dosis 2 Fraccionada 12 0,671 b 4,31 be

Dosis 2 10 0,536 b 394 ¢

Quimico 12 0,611 b 3,90 ¢

C.V. 22,12 18,92

*Valores con igual letra no presentan diferencias estadisticas. Tukey al 5%.

+ Peso fresco de raices expresado en gramos
++ Ver Tabla 2
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hongo en suspensién acuosa puede ofrecer
mejores posibilidades para un almacigo de café
ya establecido (28).

Numero de huevos, estadios juveniles y hem-
bras. Los andlisis de varianza para las variables
nimero de huevos y nimero de J2 mostraron
diferencias altamente significativas entre trata-
mientos. El nimero de hembras no presentd
diferencias entre tratamientos (Tabla 6.).

Con la aplicacién de 50g/planta hubo re-
duccién del 64% del nimero de huevos del
nematodo respecto al testigo. El hongo actué
como ovicida lo cual ha sido registrado por
varios autores en investigaciones anteriores (7,
8,9,12,19, 24, 32). Este tratamiento no mostré
diferencias estadisticas con el tratamiento qui-
mico el cual causé reduccion en la presencia de
huevos del 70%, respecto al testigo inoculado.
Debido a que el nematodo oviposita en forma
de masas al interior de una matriz gelatinosa, el
parasitismo del hongo sobre los huevos més
externos se dificulta, quedando aquellos mds
internos protegidos (33).

Asi mismo, la gran capacidad reproductora
delnematodoy lasusceptibilidad de hospedantes

como el café induce a que, ain bajo condicio-
nes de alto parasitismo por parte del
biocontrolador, existan huevos no parasitados
que proporcionan un nimero de J2 suficientes
paracausarinfeccién. Unahembra del nematodo
produce cerca de 500 huevos durante su fase
reproductora y con un factor de sobrevivencia
de s6lo un 2,5% bastan tres ciclos para que el
numero de huevos sea de 976.500 (31), lo cual,
en el caso de M. incognita, puede ocurrir a los
150 dias (35).

El nimero de hembras no presentd diferen-
cias estadisticas entre tratamientos, ya que la
forma dirigida como fueron inoculados los
nematodos, permitié una rapida infeccién y
establecimiento en las raices, ofreciéndole al
hongo reducida accién sobre la poblacién ini-
cial del nematodo.

El andlisis del nimero de J2 recuperados
mostro el efecto del hongo sobre el incremento
de poblacién del nematodo. Todos los trata-
mientos redujeron el nimero de J2 en las raices,
mostrando todos diferencia respecto al testigo
no tratado. Asi mismo, los tratamientos con el
hongo redujeron entre un 32% y un 52% el
nimero de J2 correspondiendo los valores mas

TABLA 6.  Nimero de huevos, estados juveniles (J2) y hembras de Meloidogyne spp. por gramo de raices de café para
los diferentes tratamientos, 100 dias después de la inoculacién.

Tratamiento n No. hembras No. Juveniles (J2) No. Huevos

Testigo inoculado 11 31,00 a* 1060 a* 510 a*

Dosis 1 14 26,36 a 677b 613 a

Dosis 1 Fraccionada 11 37,82a 720 b 446 a

Dosis 2 Fraccionada 12 46,75 a 655b 512a

Dosis 2 10 244 a S513b 102 b

Quimico 12 18,25a 560 b 156 b

C.V. 99,69 39,38 44,51

* Valores con igual letra no presentan diferencias estadisticas. Tukey al 5%.

Cenicafé, 49(2): 85-101. 1998 95




altos a los tratamientos donde el hongo se
aplicé en la mayor dosis (Tabla 7.).

El mayor control conseguido al incrementar
la dosis del hongo es similar a lo observado en
el primer experimento de esta investigacion y a
lo registrado por otros autores en investigacio-
nes anteriores (7, 32). Sin embargo, como ya
fue sefialado en el primer experimento, aumen-
tar la dosis puede resultar poco econémico y
practico, lo que obligaria a la bisqueda de
medidas complementarias de control.

El mejoramiento de la formulacién del hon-
go permitird que el potencial de control de los
diferentes aislamientos sea aprovechado al
maximo; asi mismo, la busqueda y seleccién de
nuevos aislamientos y el mayor conocimiento
bésico que pueda obtenerse sobre la ecologia y
el comportamiento de los organismos bajo con-
diciones de suelo, permitirdn la introduccién de
este hongo en los programas de manejo integra-
do de Meloidogyne spp. La evaluacion y utili-
zacién de diferentes microorganismos del sue-
lo que ejercen parasitismo sobre los diferentes
estados del nematodo, (como es el caso de la
bacteria Pasteuria penetrans) y de microor-
ganismos simbiontes de las plantas (micorrizas),
permitirdn disponer de nimerosas herramien-
tas microbioldgicas para el control integral de
todos los estados del nematodo y sus mecanis-
mos de accién (12, 24).

Evaluacion dela persistencia y patogenicidad
de Paecilomyces lilacinus en el suelo. Deter-
minacion de la persistencia. En éste experimen-
to se observo como P. lilacinus, aislamiento
9201, reduce de forma altamente significativa
su persistencia en el suelo a unas altas tasas
diarias (superiores a 90000 UFC/g de suelo/
dia), a partir del momento de su inoculacién en
el almdcigo (Figura 1). Esto implica que la
planta pueda quedar desprotegida contra la
infeccién del nematodo poco tiempo después
de la aplicacion del hongo, ya que, a pesar de
que las poblaciones del nematodo se reduje-
ron a causa de las medidas de control aplica-
das, en un corto periodo podrd incrementarlas
a niveles tan altos como los existentes en
ausencia de medidas de control.

Esta situacion es particularmente preocu-
pante cuando el hongo se utiliza para la protec-
cién de cultivos susceptibles de ciclo corto,
tales como, tabaco, tomate, estropajo y hortali-
zas, entre otros, puesto que la proteccion inicial
no es suficiente para prevenir una infeccién alta
de la planta en fases posteriores del desarrollo,
donde se ve comprometida directamente la
produccion y los segundos ciclos de cultivo.

En un experimento realizado en estropajo
(Luffa cylindrica) se observé cémo el aisla-
miento 9201 deP. lilacinus ofrece un control de
las poblaciones iniciales de Meloidogyne spp.,

TABLA 7.  Reduccion porcentual, respecto al testigo, del nimero de juveniles (J2) y huevos de Meloidogyne spp/g de
raices de café, para cada uno de los tratamientos evaluados.

TRATAMIENTOS n J2/g % de reduccion Huevos/g % de reduccion
Testigo 11 1060 0 a* 610 0 a*

25F 11 720 32 b 613 0 a

25T 14 677 36,1 b 446 26 a

SOF 12 655 382 b 512 16 a

Quimico 12 569 463 b 102 83 a

50T 10 513 516 b 156 74 a

* Valores con igual letra no presentaron diferencias estadisticas. Tukey al 5%
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Figura 1. Comportamiento a través del tiempo del logaritmo
natural del nimero de unidades formadoras de colonia del
hongo (UFC/g de suelo), recuperadas del suelo del almdcigo
desde suinoculacion y hastalos 95 dfas, paralos tratamientos
25y 50 gramos de arroz colonizado por el hongoP. lilacinus
aplicado en un almdcigo.

apesar de la alta susceptibilidad que presenta la
planta a este nematodo. Sin embargo, por tra-
tarse de una planta de produccién temprana y
ciclo bi-anual, la aplicacién del hongo en la
etapa inicial del cultivo no evitard dafios poste-
riores y se requiere la adopcién de medidas
complementarias enmarcadas en el contexto de
un programa de manejo integrado del nematodo,

que permitan una proteccién mas duradera a la
planta (17).

En la etapa de almdcigo el sistema radical
del cafeto es particularmente susceptible y en
cortos periodos, tres a cuatro meses, la infec-
cién del nematodo genera grados maximos de
dafio con consecuencias irreversibles para el
cultivo. Sin embargo, cuando una planta sana
supera esta etapa, el indculo natural del
nematodo presente en el suelo no afecta la
productividad final del cultivo (26).

En los procesos de recuperacion del hongo
del suelo se observé una gran diversidad de
organismos en las cajas inoculadas con las
suspensiones de suelo del almacigo, muchos de
los cuales presentaban mayor proliferacién y
desarrollo frente a las colonias de P. lilacinus.
Esto sugiere, que bajo condiciones de alméci-
go, el aislamiento 9201 de P. lilacinus tuvo un
comportamiento poco competitivo frente a los
organismos presentes, lo cual contribuy6 a la
pérdida de persistencia, a pesar de ser inocula-
do bajo condiciones favorables (dosis altas y
suelo esterilizado).

Patogenicidad de los aislamientos recupe-
rados del suelo. A los 8, 30y 75 dias después
de inoculado en pruebas in vitro sobre huevos
de Meloidogyne spp. Cardona (12) encontrd
parasitismo de P. lilacinus 9201 superior al
90%; sin embargo, en el presente experimento
después de un prolongado almacenamiento del
hongo una vez realizada su reactivacién e in-
cremento en arroz, el parasitismo fue del 73,2%,
el cual no presentd variaciones significativas
para los diferentes tiempos de evaluacién des-
pués de la inoculacién al almécigo (Tabla
8.). El alto grado de contaminacién que pre-
sentaron las cajas con otros microorganismos
presentes en las muestras de suelo, 95 dias
después de la inoculacién del hongo al alma-
cigo, impidi6é la purificacién de los aisla-
mientos del hongo recuperados para esta
evaluacion.
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TABLA 8.  Parasitismo in vitro de huevos de
Meloidogyne spp.. causado por aislamientos de P. lilacinus
recuperados 0, 30 y 75 dfas después ser inoculados al suelo
del almdcigo.

Dias n Porcentaje
de evaluacion de Parasitismo
0 4 73,2 a*

30 42 77,5 a

75 43 779 a
C.V. 6,4

*  Valores con igual letra no presentaron diferencias

estadisticas. Tukey al 5%.

El hongo P. lilacinus puede realizar su
accion parasiticasobre los huevos del nematodo
Meloidogyne spp. debido a complejos procesos
bioquimicos de reconocimiento y sintesis de las
enzimas quitinasas y proteasas, que le permiten
degradar el recubrimiento exterior de los hue-
vos y producir su colonizacién (33). Estos
mecanismos bioquimicos son codificados en el
genoma del hongo para expresarse posterior-
mente en alguna etapa de su desarrollo determi-
nando asi la especificidad y complejidad que
muestra al momento de seleccionar su
hospedante (Figura 2.).

Figura 2. a. Estructuras de Paecilomyces lilacinus 9201 al microscopio 6ptico de luz a 40x ; b. Conidiéforo al microscopio
electrénico de barrido a 3600x.; ¢. Parasitismo de P. lilacinus sobre huevos de Meloidogyne spp. observado en pruebas de
patogenicidad in vitro. d. P. lilacinus 9201 cultivado en arroz y en medio sintético.
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No obstante lo anterior, el parasitismo no
siempre ocurre. En un estudio de caracteriza-
cién por isoenzimas en el que se evaluaron 10
aislamientos diferentes de P. fumosorosus'y 14
aislamientos de P. lilacinus, a pesar de la
homogeneidad observada entre los aislamien-
tos del grupo de P. lilacinus, sélo uno de los
aislamientos mostré un alto parasitismo de los
huevos de M. javanica, y no se observo corre-
lacién entre virulencia y los grupos obtenidos
por el andlisis cluster de isoenzimas (34). Esto
seflala la existencia de otros factores ademads
del genético, vinculados en el proceso parasiti-
co del hongo bajo condiciones de campo, que
determinan el éxito de las aplicaciones. Se
seflalan como causas de resultados contradicto-
rios los procesos de mutacidn y/o adaptacién
obtenidos cuando el hongo es introducido en
areas geogréficas diferentes a las de su aisla-
miento, donde los factores ambientales pueden
afectar la expresion de los mecanismos de
virulencia (10). Asi mismo, se ha sefialado la
influencia que tiene el suelo y el tipo de planta
sobre el control del nematodo, ya que el hongo
puede no colonizar el suelo donde fue inocula-
do, a pesar de sobrevivir en €l durante varios
anos (22).

Lo anterior, sugiere la necesidad de dispo-
ner de una amplia base genética del hongo que
al ser evaluada, permita obtener un mejor cono-
cimiento de su comportamiento del hongo bajo
condiciones de almdacigo y la influencia que
tienen los diversos factores ambientales en el
control que ejerce del nematodo.

Es muy importante sefialar que una estrate-
gia desarrollada para el manejo integrado de
Meloidogyne spp., debe tener en cuenta las
diversas medidas de control para complemen-
tar las précticas de manejo armdnicamente,
buscando expresar el poder de control que cada
una presenta. Los mecanismos de resistencia
de los cultivos al ataque del nematodo, tales
como el tipo de crecimiento, la fenologia y la
produccién de compuestos quimicos, hardn que

la proteccién que el hongo realiza a largo plazo
tenga mayor o menor importancia dentro del
conjunto general de pricticas de manejo inte-
grado.
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