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RESUMEN

Con el propodsito de identificar microorganismos con potencial para el
control del nematodo nodulador, Meloidogyne incognita, se determind la ca-
pacidad quitinofitica de la micoflora asociada a este nematodo en suelos
agricolas de los pueblos de Adjuntas, Barranquitas, Jayuya y Maricao,
Puerto Rico. De un total de 74 hongos aislados, 19 especies mostraron ac-
tividad quitinolitica in vitro: Trichoderma sp., T. harzianum, Gliocladium ro-
seum, Paecilomyces lilacinus, P. marquandi {Tipo |, Il y Hl}, Diheterospora
chiamydosporia, Acremonium fusidioides, Myrothecium verrucaria, M. rori-
dum, Chaetomium globosum, Metarrhizium anisopliae, Peniciflium melinii,
P. purpurogenum, P, simplicissimum, P. thomii, Scopulariopsis sp., y As-
pergillus fumigatus. El pH, textura y temperatura de los suelos fue similar
en todas las localidades. La variacion por localidad en el contenido de ma-
teria organica, humedad relativa y elementos del suelo (contenido de fés-
foro, potasio, calcic, magnesio y manganeso) aparentemente afectd la
distribucion de especies de hongos, Estos organismos tienen gran poten-
cial como biocontroladores de nematodos, ya que la mayoria se han encon-
trado asociados a huevos, larvas y hembras de Meloidogyne spp. y
Heterodera spp.; son endémicos de las dreas; y poseen gran capacidad
quitinolitica.

ABSTRACT

Chitinolytic capacity of fungi isolated from agricultural soils
infested with the root-knot nematode (Meloidogyne spp.) in Puerio Rico

In order to identify microorganisms with potential for the control of the
root-knot nematode Meloidogyne incognita, the chitinolytic capacity of the
mycoflora associated with the nematode was determined in agricuitural
soils in the municipalities of Adjuntas, Barranquitas, Jayuya and Maricao,
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Puerto Rico. Qut of 74 fungal isvlates, 19 showed chilinolytic capacity in
vitro: Trichoderma sp., T. harzianum, Gliocladium roseum, Paecilomyces li-
lacinus, P. marquandi (Types |, Il and lil), Diheterospora chlamydosporia,
Acremonium fusidicides, Myrothecium verrucaria, M. roridum, Chaetomium
globosum, Metarrhizium anisopliae, Penicillium melinii, P. purpurogenum, P.
simplicissimum, P. thomii, Scopulariopsis sp. and Aspergillus fumigalus.
Soil pH, texture and temperature were similar in all localities. The variation
among localities it organic matter content, relative soil humidity and soil el-
ements (phosphorus, potassium, calcium, magnesium and manganese) af-
fected the distribution of fungi species in each locality. These organisms
have great potential as nematode biocontrol agents since most of them
have been found associated wilth eggs, larvae and females ot Meloidogyne
spp. and Heterodera spp. They are endemic to the area and have good chiti-
noliytic capacity.

Key wards: Biological control, soil fungi, root-knol nematode, chitin degra-
dation, nematode eggs

INTRODUCCION

Meloidogyne spp. (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 causa pér-
didas considerables en la agricultura de Puerto Rico y otros paises
(Romdn y Acosta, 1984). En Centro América se informan pérdidas en
produceién de 5 a 15% en guineo, 10 a 50% en cucurbitdceas y mds de
10% en hortalizas (Pinochet, 1987). Dichas pérdidas en produccién
varian entre 25% y 50% de la produccién de pequeinos agricultores
(Taylor y Sasser, 1983). En Puerto Rico, el nematodo nodulador es la es-
pecie de mayor distribucién en dreas agricolas, afectando la mayoria de
los cultivos de importancia econdmica. »

Se han usado diversos métodos de combate de este patégeno, siendo
los nematicidas muy efectivos. No obstante, son muy costosos, tienen
un efecto detrimental en el ambiente, son muy téxicos y tienen efectos
mutagenos y carcindgenos en el hombre.

Como alternativa al contral quimico se ha evaluado el potencial de
agentes biocontroladores en el manejo de los nematodos (Jatala, 1985).
Entre éstos hay hongos, bacterias, protozoarios, insectos y nematodos
depredadores {Taylor y Sasser, 1983).

Los hongos atrapadores o depredadores parasitan y devoran nema-
todos de vida libre. Hay ademas, hongos que son parasitos obligados y
oportunistas facultativos que colonizan los quistes y huevos de nema-
todos fitoparasiticos (Morgan-Jones y Rodriguez-Kébana, 1985). Otros
producen metabolitos téxicos o sustancias estimuladoras que pueden
alterar la fisiologia del nematodo (Jatala, 1986).

Catastros micolégicos de los nematodos nodulador y de quiste, Glo-
bodera spp., Heterodera spp. vy Meloidogyne spp., demuestran que
algunas especies presentes en zonas templadas habitan con mas fre-
cuencia en regiones tropicales (Morgan-Jones y Rodriguez-Kébana,
1987). Muchos de esos hongos tienen propiedades quitinoliticas o ca-
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pacidad de degradar la quitina, complejo proteinico presente en la capa
media de la pared del huevo del nematodo. Estudios de hongos asocia-
dos con hembras y quistes jévenes de Heterodera glycines demostraron
que Gliocadium roseum, Myrothecium verrucaria y Verticillium lecanii
poseen actividad quitinolitica (Ownley-Gintis et al., 1983). Verticillium
leptobactrum, V. lamellicola, Codinea heteroderae, Thielavia terricola,
Chaetomium indicum, Gliocadium roseum y Stagonospora heterodeae
también poseen actividad quitinelitica (Godoy et al., 1982).

La capacidad de algunos hongos del suelo para degradar quitina
estd intimamente relacionada con su habilidad para parasitar huevos
de M. incognita. Esto sirvié de base para este estudio, realizado en va-
rios municipios de Puerto Rico, donde se identificé la micoflora asociada
al nematodo nodulador en suelos agricolas y se determiné su capacidad
para degradar quitina y su potencial para parasitar huevos de Meloi-

dogyne spp.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras al azar en suelos infestados con el nematodo
nodulador, Meloidogyne incognite, en los municipios de Adjuntas, Ba-
rranquitas, Jayuya y Maricao, Puerto Rico, en siembras de café, guineo
y repollo. En cada muestra, compuesta de cinco submuestras de 100 g
cada una, se tomaron datos de pH, temperatura y humedad relativa del
suelo. Para medir el pH y la humedad relativa del suelo se usé un po-
tenciometro manual (Kelway Soil Tester). La temperatura se tomé en
las primeras seis pulgadas de suelo, con un termémetro de suelo. Se de-
terminé la textura, contenido de materia organica y elementos del
suelo utilizando los métodos convencionales, Los hongos se aislaron del
suelo por dilucién en serie (Klein y Klein, 1970) usando un amortigua-
dor fosfatado esterilizado como diluyente.

Se tomé 0.1 ml de cada dilucién por muestra y se vertié en un plato
de Petri con agar de quitina (AQ) (Godoy et al., 1982), rosa de Bengala
al 1% y sulfato de estreptomicina al 0.05%. Se incluyeron cinco repeti-
ciones por dilucién. Los cultivos se incubaron a 28°C por cinco a siete
dias. Los organismos que mostraron degradacién del medio fueron
transferidos a agar de papa y dextrosa (APD) para su purificacién e
identificacién utilizando las siguientes claves taxonémicas: Barnett y
Hunter (1987); Bisset (1984); Brown y Smith (1957); Domsch et al.
{1980); Rifai (1969); Ramirez (1982); y Thom y Church (1926). La
degradacién de quitina se caracterizd por la presencia de un drea clara
o transldcida debajo o alrededor de las colonias de hongos en el AQ.

Los hongos ya identificados se sembraron por separado en cuatro
platos de Petri con AQ y APD para obtener datos morfolégicos y de cre-
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cimiento. L.os mismos se mantuvicron a 28°C tomédndose medidas de
crecimiento a los 2, 4, 8 y 12 dias. Se midié el diametro de las colonias
utilizando dos lineas perpendiculares en cada plato. l.a medida del cre-
cimiento micelial en AQ, el didmetro del drea degradada (indice de
degradacién) y la apariencia del medio (intensidad de degradacion) se
utilizaron para comparar la habilidad de cada hongo para la degra-
dacién de la quitina. Se incluy6 el hongo Paecilomyces lilacinus, cepa de
Perv, que posee capacidad quitinolitica (Jatala, 1986), como punto de
referencia. Los hongos se clasificaron en cuatro grupos (Grupo I al 1V),
de acuerdo al didmetro del area degradada. A cada grupo se le asigné
un namero basado en un indice de 3 a 1 a saber: :

Grupol -1.90 a 8.00 cm (indice 3)
Grupo II -1.40 a 1.80 em (indice 2)
Grupo III - 1.00 a 1.30 em (indice 1)

Grupo IV - No presentaron degradacién al momento de la
lectura

El didmetro del drea degradada se midid a los cuatro dias, periodo
en el que la mayorfa de los hongos tenia buen crecimiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Entre los géneros de hongos aislado se incluyen varias especies por
localidad: 18 de Maricao, 19 de Adjuntas, 18 de Jayuya y 22 de Barran-
quitas. Solamente 19 especies de hongos mostraron habilidad para
degradar quitina: Paecilomyces lilacinus, P. marguandi (Tipo I, Il y
111), Trichoderma sp, T. harzianum, Diheterospora chlamydosporia
(=Verticillium chlamydosporium, Goddard), Aspergillus fumigatus,
Penicillium melinii, P. thomii, P. purpurogenum, P. simplicissimum,
Metarrhizium anisopliae, Myrothecium rovidum, M. verrucaria, Cha-
etomium globosum, Acremonium fusidioides, Scopulariopsis sp. y
Gliocladium roseum. Estos resultados sugieren que en Puerto Rico hay
mayor diversidad de especies de hongos con potencial para controlar el
nematodo nodulador que géneros diferentes. Resultados similares fue-
ron obtenidos por Godoy et al. (1983) y Morgan-Jones et al. (1981) con
hongos asociados a Helerodera spp. y Meloidogyne spp. La mayoria de
estos géneros estdn asociados a huevos, larvas y hembras de Meloidog-
yne y Heterodera (Carris et al., 1989; Culbreath et al., 1984; Morgan-
Jones, et al., 1981; Morgan-Jones y Rodriguez-Kabana, 1985, 1986).

Las especies presentes en mas de una localidad fueron: Tricho-
derma harzianum en Maricao, Barranquitas y Jayuya; Paecilomyces
marquandi Il en Adjuntas y Barranquitas; P marquandi 1l en Jayuya,




J. Agric. Univ. P.R. VOL. 83, NO. 3-4, JULY-OCTOBER 1999 193

Adjuntas y Barranquitas; y Myrothecium roridum en Maricao y Ba-
rranquitas (Cuadro 1). No obstante, no se observé relacién entre las
especies de hongos encontradas y los cultivos asociados, ni entre los
hongos y las localidades o municipios.

La mayoria de los suelos eran de textura arcillosa aunque se encon-
traron suelos lémicos. Los suelos en general eran dcidos con pH entre
5.3 ¥y 6.6, con una tendencia a mayor acidez en Maricao (5.3). De
acuerdo con Alexander (1977) y Garraway (1984) estos rangos de pH
son adecuados para el crecimiento de hongos, la eclosion de los huevos
y el desarrollo de las larvas de los nematodos. Posiblemente, la diferen-
cia en géneros y especies por localidad estuvo influenciada por la
variabilidad en el pH.

CUADRO 1.—Hongos waislados de la rizosfera de plantas afectadas por el nematodo
nodulador (Meloidogyne spp.} en cuatro localidades (municipios) en Puerto
Rico.

Municipio Especies

Adjuntas Diheterospora chlamydosporia
‘ Paectlomyces lilacinus
P marquandi Il
P. marquandi [1]
Pemietllium melinii
P simplicissimum
Trichoderma sp.

Maricao Gliocladium roseum
Myrothecium roridum
Paecilomyces marquandi I
Penicillium thomii
Scopulariopsts sp.
Trichoderma harzianum

Barranquitas Chaetomium globosum
Metarrhizium anisopliae
Myrothecium roridum
P marquandi IT
P marquandi LI
Penicillium purpurogenum
Trichoderma harzianum

Jayuya Acremonium fusidioides
Aspergillus fumigatus
Myrothecium verrucario
P. marguandi IT
Trichoderma harzianum
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Aparentemente la temperatura (20 a 25°C) no tuvo un efecto ad-
verso en la poblaciéon de hongos ya que fue similar en las cuatro
localidades. L.a humedad relativa del suelo en las diferentes localidades
vari6 (41 a 85%), siendo mds baja en Jayuya, lo que posiblemente afecté
el nimero de especies aisladas.

Las muestras de Maricao tuvieron el mayor contenido de m'zterla
orgdnica, mientras que las de Jayuya y Barranquitas tuvieron un con-
tenido menor. Por otro lado, en Adjuntas el contenido de materia
organica fue sumamente bajo. Es probable que la diversidad de especies
de hongos encontradas por localidad se deba a la diferencia en contenido
de materia orgdnica entre localidades. Esto no aplica al nimero de
géneros de hongos ya que éste fue sumilar en las cuatro localidades.

Carris et al. (1989) encontraron que la disponibilidad de nutrimen-
tos organicos y la humedad relativa del suelo afectan la micoflora
presente en los quistes de H. glycines, suprimiéndolos y controlando la
cantidad de géneros y diversidad de especies. Los resultados del estudio
aqui presentado muestran una tendencia hacia una mayor diversidad
de especies de hongos asociados al nematodo nodulador, con una mayor
humedad relativa y contenido de materia orgdnica en el suelo,

El crecimiento de los hongos Myrothecium roridum (Figura 1A y B),
Penicillium melinit, Penicillium simplicissimum, Penicillium purpuro-
genum, Metarrhizium anisopliae y Chaetomium globosum fue maés
abundante y vigoroso en APD, produciendo estructuras vegetativas y
reproductivas, mientras que en AQ predominaron las estructuras re-
productivas. Esto fue lo observado por Godoy et al. (1982) en huevos de
H. glycine y M. arenaria.

Se observaron diferencias en el crecimiento radial de las colonias de-
pendiendo del largo del periodo de incubacion. A los dos dias (Figura 2A),
todos los hongos crecieron en APD, mientras que en AQ sélo crecieron las
especies de Trichoderma. A los cuatro dias (Figura 2B), todas las especies,
excepto A. fusidiodes, crecieron en AQ, observandose un mayor creci-
miento en AQ que en APD de Trichoderma sp., T. harzianum, P. lilacinus,
G. roseum, P marquand: I y D. chlamydosporia. A los ocho dias (Figura
2C), P. lilacinus y Scopulariopsis sp. mantuvieron un crecimiento mayor
en AQ que en APD. A los doce dias (Figura 2D) se comenz6 a observar cre-
cimiento de A. fusidioides mientras P. melinii, D. chalmydosporia y
Metarrhizium anisopliae aceleraron su crecimiento en AQ.

La translucidez del medio AQ se distinguié facilmente utilizando
como referencia el crecimiento de P. lilacinus cepa de Peru que degradé
el darea alrededor de la colonia (drea translucida) (Figura 1D). En este
estudio el drea translicida se observé a partir de los dos dias de incu-
bacién sélo en el cultive de Trichoderma harzianum (Figura 1C). Godoy
et al. (1982) hicieron observaciones similares en estudios de parasi-
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FicuRaA 1. Crecimiento de hongos asociados al nematodo noduladox, Meloidogyne in-
cognita, en agar de papa y dextrosa (APD) y agar quitina (AQ).

A) Crecimiento de Myrothecium roridum en APD, se observa la produccién de mice-
lio blanco y grupos de conidias color verde; B) Crecimiento de M. roridum en AQ,
se observa menor cantidad de micelio y mayor produccién de conidias; C) Creci-
miento de Trichoderma harzionum en AQ, la flecha indica el drea degradada
(drea clara) por el hongo bajo la colonia; D)) Crecimiento de Paecilomyces lilaci-
nus (aislado de Peri) en AQ, la flecha indica el drea degradada alrededor de la
colonia; ndtese que en el punto donde se acercan las colonias el drea es mas in-
tensa; E) Crecimiento de Paecilomyces marquandi II en AQ, la flecha indica el
area degradada alrededor de 1a colonia; F) Crecimiento de P. marguandi 111 en
AQ, las flechas indican el 4rea degradada alvededor (f) y bajo la colonia {(ff).
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FiGURA 2. Crecimiento de hongos asociados a Meloidogyne incognita en agar guitina
(AQ)y agar de papa y dextrosa (APD) a los dos {(A), cuatro (B), ocho (C) y doce (D} dias de

observacion.

Tratamientos Géneros

Trichoderma harzicnum
Trichoderma sp.
Paecllomyces lilacinus
Aspergillus fumigatis
Penicillium melinii
Gliocadium roseum
Penicillium simplicissimum
Pacecilomyees marquandi 11
Paecilomyces marquandi |
Diheterospora chlamydosporia
Paccilomyces marquandi 111
Penicillium purpurogenum
Metarrhizium anisopliae
Myrothecium roridum
Chaetomium globosum
Myrathecium verrucarica
Seopulariopsis sp.
Penicillium thomii
Acremonium fusidioides
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tismo de huevo de H. glycines y M. arenaria por hongos aislados de
quistes de Heterodera glycines.

Paecilomyces lilacinus, A, fumigatus, P. melinii, G. roseum, P. mar-
quandi 1L, P. marquandi 1, D. chlamydosporia, P. marquandi 1, P.
purpurogenum., M. anisopliae, M. roridum, M, verrucaria y Scopulari-
opsis degradaron el medio a partir de los cuatro dias, mientras que
Trichoderma spp. y C. globosum lo hicieron a los ocho dias de incuba-
cién. Paectlomyces thomii y A. fusidioides degradaron el medio a los 12
dias. Chaetomium spp. puede tener la habilidad de degradar lenta-
mente la exocuticula de los quistes en el suele (Godoy et al., 1982;
Morgan-Jones et al., 1981),

El drea degradada fue diferente entre las especies. Esto es similar a
o que se ha observado en especies de Chaetomium, Codinaea, Gliocla-
dium, Stagonospora, Thielavia y Verticillium (Godoy et al., 1982).
Tanto las colonias de T. harzianum, mostradas en la Figura 1C, como
las colonias de Trichoderma sp., P. melinii, G. roseumn, P. simplicissi-
mum, P. purpurogenum, M. anisopliae, C. globosum, A. fusidiodes y
M. roridum, presentaron un drea translucida bajo el crecimiento de la
colonia en platos de Petri con AQ. Paectlomyces marquandi 11 (Figura
1E), P. marguandi 1, D. chlamydosporia y P. thomii mostraron translu-
cidez del medio en la periferia de la colonia. Las especies P. marquandi
III (Figura 1F), P, lilacinus, A. fumigatus, Scopulariopsis sp. y M. rori-
dum mostraron translucidez alrededor y bajo la colonia.

La intensidad de degradacion de la quitina (mayor translucidez del
medio) varié entre las especies. En T. harzianum, P. marquandi 111,
D. chlamydosporia, M. anisopliae, M. roridum, M. verrucaria, Scopu-
lariopsis sp., C. globosum, A. fusidiordes y P lilacinus, el 4rea
degradada fue mas transhicida que en Trichoderma sp., A. fumigatus,
P melinii, G. roseum, P. simplicissimum, P. marquandi II, P mar-
quandi I, P. purpurogenum y P. thomii. Estos resultados sugieren que
no hay relacién entre el indice de degradacién y la intensidad de degra-
dacion del medio. En los hongos del grupo III con un indice de 1 (area
degradada de 1.0 a 1.3 cm) la intensidad de degradacién (translucidez)
fue mayor que en aquellos con un indice de 3 (drea degradada de 1.9 a
8.0 em) (Cuadro 2).

Los resultados de este estudio y de otros (Godoy et al.,, 1982),
tienden a indicar que las especies de los grupos I y 1, que mostraron
mayor actividad quitinelitica, poseen gran potencial para parasitar
huevos de Meloidogyne spp. Particularmente las especies de Paecilomy-
ces deben ser incluidas en estudios de control biolégico de Meloidogyne
spp. debido a su gran actividad quitinolitica, alto indice de degradacién
y por ser endémicas del area. Paecilomyces lilacinus ha sido muy efec-
tivo como agente biocontrolador de nematodos noduladores y




198 DAVILA ET AL/MELOIDOGYNE SPP.

CUADRO 2.—Indice de degradacidn de quitina asignado de acuerdo al drea degradada en
agar quilina por los diferentes hongos.

Grupo Género Indice de degradacion (AQ)

1 Trichoderma harzianum
Gliocladium roseum
Penicillium simplicissimum
Penieillium melinii
Aspergillus fumigaius
Paecilomyees lilacinus

1T Paecilomyces margquandi 1
Diheterospora chiamydosporia
Penicillium purpurogenum
P. marquandi 11
P marquandi 11

I Myrothecium verrucaria
Metarrhizium anisoplice

Ll = M) D N e Tls S of L B o I oL I 1

‘Determinado a los cuatro dias a partir de la inoculacién en AQ,
3-—zona degradada de 1.9 a 8.0 e
2—zona degradada de 1.4 a 1.8 cm.
1—zona degradada de 1.0 a 1.8 em.

nematodos de quistes en varios lugares (Jatala, 1986). La capacidad de
degradacién de guitina es probablemente uno de losvarios mecanismos
involucrados en el proceso de patogenicidad de algunos hongos parasi-
tos de nematodos.
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