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CONTROL BIOLOGICO DEL NEMATODO AGALLADOR DEL
TOMATE (Solanum lycopersicum L) UTILIZANDO HONGOS
NEMATOFAGOS EN CONDICIONES DE CAMPO.



RESUMEN.

La investigacion se realizé en dos fases: En el laboratorio de Sanidad Vegetal de la Universidad
Nacional de Loja, previo al ensayo se procedio a la reactivacion, masificacion y determinacion de
inoculos; y, concluido el ensayo de campo, se procedié a la recaptura de los antagonistas,
verificacion taxonomica y pruebas de parasitismo sobre el nematodo en condiciones in vitro. La
fase de campo en el Centro Binacional de Formacidn Técnica Zapotepamba (CBFT- Z) ubicado el
valle de Casanga, canton Paltas, provincia de Loja, Ecuador. El objetivo fue Seleccionar aislados
de hongos nemato6fagos nativos de las especies Purpureocillium lilacinus, Pochonia chlamydosporia
y Trichoderma spp., para el control bioldgico de nematodo agallador del tomate Meloidogyne
incognita. Se utilizd6 un disefio de bloques completos al azar, con doce tratamientos y cuatro
repeticiones. Los datos fueron procesados mediante andlisis de varianza de clasificacion simple
(ADEVA) vy las correspondientes pruebas de significacion de Tukey 5%, para establecer diferencias
entre tratamientos. Las variables del patogeno fueron transformadas a porcentajes utilizando la formula
de Abbott (1925) corregida.

Los resultados evidenciaron reducciones significativas de los indices de agallamiento en los
aislados de los generos Trichoderma spp y Paecilomyces spp hasta grados promedios de 3,25y 3,75
respectivamente, en la escala de diez grados de Bridge y Page (1980) con porcentajes de
efectividad equivalentes a 63,9 y 58,4 en su orden, con diferencias significativas entre los asilados
y el testigo; Estos niveles de eficacia se manifestaron positivamente en las variables agronémicas
(altura, biomasa foliar y biomasa radicular) de la planta y sobre la produccion que alcanz6 42,2
ton/ha. Los ensayos de recaptura y parasitismo in vitro de los aislados de hongos nematofagos
después del ensayo de campo, permitieron determinar una gran variabilidad de supervivencia
expresada en UFC por gramo de suelo y una gran variabilidad de porcentajes de parasitismo en Jz
y huevos, los cuales guardan relacion con los niveles de efectividad en condiciones de campo;
destacandose los aislados de Purpureocillium lilacinum (PI-004) con un porcentaje de efectividad
de 76.6% en suelo; mientras que, en raices el asilado de Trichoderma viride (Tvir-C27) alcanzo
una efectividad de 87.6%.

Palabras clave: Control biol6gico, Meloidogyne incognita, Hongos nematéfagos, tomate.
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SUMMARY.

The research was carried out in two phases. In the laboratory of VVegetable Health of the National
University of Loja, before the experimental bioasay was made the reactivation, massification and
determination of the antagonistic inoculum; Once the field trial was completed, the antagonistic
fungi were recaptured, taxonomic verification and parasitism tests were performed on the
nematode, in vitro conditions bioasay. The field phase was carried out in the Binational Center of
Technical Training Zapotepamba (CBFT-Z) located in the Casanga valley, canton Paltas, province
of Loja, Ecuador.The objective was to select isolates of native nematophagous fungi of the species
Purpureocillium lilacinus, Pochonia chlamydosporia and Trichoderma spp., for the biological
control of the root knot nematode Meloidogyne incognita in tomato crop. A randomized complete
block design was used, with twelve treatments and four replicates. Data were processed using a
simple classification variance analysis (ADEVA) and the Tukey 5% significance test, to establish
differences between treatments. The pathogen variables were transformed to percentages using the
corrected Abbott formula (1925).

The results showed significant reductions in gall indices in the isolates of the genus Trichoderma
spp and Paecilomyces spp to average grades of 3.25 and 3.75, respectively, in the ten-degree scale
of Bridge and Page (1980) with percentages of effectiveness equivalent to 63.9 and 58.4 in their
order, with significant differences between the aisolates and the witness; These levels of efficacy
produced positive response in the agronomic variables (height, leaf biomass, root biomass) and
produced positive response on the production which reached 42,0 ton / ha. The in vitro recapture
and parasitism tests of the nematophagous fungi isolates after the field trial allowed the
determination of a great variability of survival expressed in CFU per gram of soil and a great
variability of percentages of parasitism in J> and eggs, which keep relationship with levels of
effectiveness in field conditions; the Purpureocillium lilacinum isolates (PI-004) with a
effectiveness of 76.6% in soil, and Trichoderma viride (Tvir-C27) were found effective at 87.6%

in roots.

Key words: Biological control, Meloidogyne incognita, Mushroom nematophagus, tomato
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1. INTRODUCCION.

El tomate (Solanum lycopersicum L) es la hortaliza méas utilizada en el mundo y dispone
de muchas variedades comerciales. La mayor produccion a nivel mundial se halla centrada
en paises como China, Estados Unidos, India, Turquia, Italia, Irak y México, los cuales
dedican grandes superficies para este cultivo. En nuestro pais es un cultivo de gran
importancia econémica y nutricional, consumida como producto fresco o utilizado como

materia prima en la industria (Orna, 2009).

Las zonas mas productoras de tomate rifién en el Ecuador, segun el Instituto Nacional de
Estadisticas y Censos (INEC, 2007) son Guayas con una produccion de 1453 hectareas, le
siguen las provincias de Carchi con 917 hectareas y Loja, con 710 hectéreas. La produccion
nacional en el 2015 alcanz6 68,38 t/ha, inferior a la produccion media nacional del afio
2014, debido a la reduccion de areas tradicionalmente productivas invadidas por plagas

incluidos los nematodos agalladores (INEC, 2015).

El nematodo agallador de raices Meloidogyne incognita (Kofoid y White) Chitwood, es una
de las plagas mas importantes de cultivos agricolas a nivel mundial, de accién endoparasita
obligada con un rango de hospedantes alrededor de 3000 especies de plantas (Pino, 2010).
Entre los enemigos naturales de este nematodo se mencionan las bacterias antagonistas
como Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre y Starr y los hongos nemat6fagos de los géneros
Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare y Gams, Arthrobotrys spp., Paecelomyces spp.,
Trichoderma spp., Fusarium spp., y otros, con especies y cepas de accidn especifica en
diferentes agro ecosistemas, que pueden ser aislados y caracterizados por su capacidad
antagonista en las propias condiciones edafoclimaticas de las zonas productoras (Solano,
2014).

La investigacion consistié en validar experimentalmente 11 aislados nativos de hongos

nematofagos Purpureocillium lilacinus, Pochonia chlamydosporia y Trichoderma spp para el
1



control del nematodo agallador a nivel de campo, en un arreglo de Disefio de bloques al

azar con cuatro réplicas.

Las evaluaciones de los resultados, determinaron reducciones significativas de los indices
de agallamiento en los aislados de los géneros Trichoderma spp y Paecilomyces spp hasta
grados promedios de 3,25 y 3,75 respectivamente, en la escala de diez grados de Bridge y
Page (1980) con porcentajes de efectividad equivalentes a 63,9 y 58,4 en su orden, con
diferencias significativas entre los asilados y el testigo. Ademas, los niveles de eficacia
incidieron favorablemente en un mejor comportamiento de las variables agronémicas y la

produccién que alcanzé 42,2ton/ha.

Este trabajo se ejecutd como un componente de la Linea de Investigacion de la Carrera de
Ingenieria Agrondmica “Alternativas ecoldgicas para el manejo de plagas agricolas” y
“sistemas de produccion agricola sostenibles” (Carrera Ingenieria Agrondmica, 2016) y la
linea “Sistemas sostenibles de produccion agropecuaria” de la Universidad Nacional de
Loja (2016). La investigacion se desarrollo en el Centro Binacional de Formacion Técnica
Zapotepamba (CBFT- Z) ubicado el valle de Casanga, canton Paltas, provincia de Loja,
Ecuador, durante el periodo abril 2016 a marzo 2017 bajo los siguientes objetivos
especificos:

# Evaluar la efectividad de 3 aislados de Purpureocillium lilacinus, 3 aislados de Pochonia

chlamydosporia y 5 aislados de Trichoderma spp., en el control bioldgico del nematodo

agallador de las raices del tomate en condiciones de campo.

4 Determinar la correlacion entre los niveles de efectividad de los tratamientos (aislados) en el
control biol6gico de Meloidogyne incognita y las variables agronémicas de las plantas de tomate a

evaluarse.

+ Recapturar los aislados fungicos inoculados al suelo para la evaluacion de su capacidad de

sobrevivencia y de parasitismo en condiciones in vitro.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE TOMATE

El cultivo de tomate rifion (Solanum lycopersicum L) con mayor demanda de produccion en el
mundo, debido a su gran aportacion gastrondmica y al alto grado de aceptacion que tiene en
las diferentes culturas, lo cual se evidencia por el hecho de que es el segundo producto horticola
en el consumo mundial (FAOSTAT, 2008).

Segin FAOSTAT (2008). La produccién de tomate es constantemente amenazada, debido a la
gran cantidad de plagas, enfermedades y patogenos que afectan dicho cultivo. Estas
enfermedades pueden ser causadas por insectos, bacterias, nematodos, virus u hongos, estos

altimos de interés en el trabajo.

2.2. EL NEMATODO AGALLADOR DE RAICES DEL TOMATE Meloidogyne
incognita.

Este género y sus especies son cosmopolitas y parasitos de muchas especies de plantas; tiene
un répido desarrollo y reproduccion durante el ciclo del cultivo, lo que lo hace un nematodo
que provoca graves dafios. La hembra al alimentarse induce deformaciones tipicas en la raiz
Ilamadas agallas o nddulos debido a la modificacion y crecimiento anormal de las células
radicales (células gigantes), provocando diferentes grados de retraso en el crecimiento, perdida
del vigor de la planta, ademas el tejido infectado es mas susceptible de infeccidn por otros

patogenos (Perry et al.,2009).

2.2.1. Clasificacion taxonémica de Meloidogyne incognita (Kofoid y White) Chitwood.
Agrios (2005), clasifica a Meloidogyne spp., de la siguiente manera:

Reino: Nematoda
Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchina
Super familia: Tylenchoidea
Familia: Heteroderidae
Género: Meloidogyne
Especies: M. incognita.



2.2.2. Caracteristicas morfologicas de Meloidogyne incognita (Kofoid y White)
Chitwood.

Las hembras adultas del género Meloidogyne son de formas redondeadas a piriformes, blancas,
sedentarias, con un cuello corto que se proyecta, no tiene fase de quiste, el extremo posterior la
vulva y el ano estan préximos, rodeados de un patréon cuticular caracteristico “patron perineal”,
que presenta diferencias en las distintas especies, los fasmidios se abren con forma de poro a
cada lado del ano levemente elevados, la cuticula es gruesa y estriada, el estilete es delgado
entre 12-15 um, con nddulos basales pequefios, el poro excretor esta por delante del bulbo medio
con frecuencia cercano a la base del estilete, los ovarios son dos, prodélficos, convolutos, y las
glandulas rectales son seis de tamafio grande y segregan una sustancia gelatinosa en la cual se
depositan los huevos que no son retenidos dentro del cuerpo de la hembra (Williamson y
Gleason , 2003) citado por Marin (2012).

El macho es vermiforme de hasta 2 mm de longitud con el extremo de la regidn posterior
curvado, la cuticula es fuertemente estriada con campos laterales con cuatro estrias
longitudinales, la regidn labial es redondeada, poco prominente con un disco labial marcado y
pocas estrias de una a tres, los sectores laterales son mas anchos que los submedianos
asemejandose a “mejillas™, el estilete es robusto de 18-25 um., con nodulos basales grandes,
las glandulas esofagicas estan situadas principalmente en posicion ventral, las espiculas son
delgadas generalmente entre 25-33 um de longitud con el gubernaculo entre 7-11 um de
longitud, tiene un testiculo o dos si hubo un desarrollo sexual revertido, la regién posterior es
redondeada con fasmidios como poros cerca de la abertura cloacal que es subterminal y no

presentan bursa (Williamson y Gleason, 2003), citado por Marin (2012).

Los juveniles tienen diferente aspecto segun el estadio. El J, tiene el término de la region
posterior roma, realizando la muda dentro del huevo, la segunda y tercera muda se realiza
dentro de la cuticula del J,. EI J, es vermiforme, posee capacidad migratoria, siendo el estado
infectivo, el cuerpo es recto a arqueado en reposo, midiendo por lo general menos de 0,6 mm

de longitud; la region anterior es generalmente redondeada con uno a cuatro estrias gruesas,
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un disco labial diferenciado y una estructura levemente esclerotizada; los sectores laterales son
més anchos que los submedianos; el estilete es delgado de menos de 20 um de longitud; el
poro excretor estd por detras del hemizonido; la region posterior tiene una porcion hialina
claramente visible, con la punta angosta e irregular en el contorno. El J3 es sedentario,
hinchado y una region posterior corta y roma. El J,también es sedentario e hinchado, con

el ano terminal (Williamson y Gleason, 2003) citado por Marin (2012).

2.2.3. Ciclo bioldgico y patoldgico.

El ciclo bioldgico de estos nematodos comienza en la fase de huevos, depositados por la
hembra en una matriz gelatinosa compuesta por glicoproteinas, secretadas por glandulas
rectales de la hembra; las masas de huevos se ubican en la superficie de las agallas pudiendo
estar entre los tejidos y tiene propiedades antimicrobiales de proteccion contra el medio externo
(Moens et al., 2009). La primera etapa larvaria (J1) se desarrolla en el huevecillo, sufre la

primera muda y en la segunda etapa larvaria (J2) emerge del huevecillo.

El segundo estadio juvenil (J2) es la fase infectiva; si esta dentro de los tejidos, puede penetrar
en los tejidos circundantes de la raiz o, por el contrario, migran al suelo en busca del
hospedante, atraidos por emanaciones de CO. y aminoacidos provenientes de la zona de
elongacién de las raices, captadas por 6rganos sensoriales denominados anfidias (Karssen y
Moens, 2006) citados por Solano, (2014).

Los juveniles, una vez inmovilizados, pasan por una segunda, tercera y cuarta muda hasta
alcanzar la fase adulta y madurez sexual en la cual se distingue como macho o hembra; durante
la dltima muda los machos cambian su forma y abandonan la raiz; las hembras engrosan su
cuerpo y provocan ruptura de tejidos quedando conectadas con su estilete al sitio de
alimentacion (Hunt et al., 2005; Karssen y Moens, 2006), citados por Solano (2014).



2.2.4. Distribucion geograéfica.

Los nematodos formadores de nddulos de la raiz se encuentran en todo el mundo, pero con
mayor frecuencia y abundancia en regiones con clima templados, tropicales, subtropicales y
mediterraneos (Agrios, 2005). En Ecuador Meloidogyne spp esta distribuido en todos los
estratos geograficos y M. incognita es la especie mas abundante con el 80 % de incidencia; las

poblaciones se distribuyen desde 0 msnm hasta los 2 800 msnm (Revelo, 2002; Trivifio, 2004).

2.2.5. Sintomas y rango de hospedero.

El sintoma maés visible y de diagnostico del nédulo de la raiz es la formacién de agallas en las
raices secundarias que da nombre a la enfermedad. Masas de huevos de aproximadamente 0,5
a 1 mm de didmetro se encuentran en la superficie de las raices con agallas, cuando se corta
las agallas abiertas y maduras, las hembras aparecen como perlas blancas que a menudo son
visibles en el tejido de la raiz. Las raices infectadas son generalmente cortas y tienen pocas

raices laterales y pelos radicales (Ciancio, 2007).

Por ser cosmopolita Meloidogyne spp parasita raices de tomate Solanum lycopersicum L,
tomate de arbol Solanum betacea Sendt, fréjol Phaseolus vulgaris L, col Brassica oleracea L,
papaya Carica papaya L., pimiento Capsicum annuum L., arveja Pisum sativum L., haba
Vicia faba L., tabaco Nicotiana tabacum L., babaco Vasconcellea spp., banano Musa sp.,
alfalfa Medicago sativa L., guandul Cajanus cajan L., maiz Zea mays L., mani Arachis
hipogea L., rosas de invernadero, varias clases de flores de verano, naranjilla Solanum

quitoense Lam y muchas malezas (Carrillo, 2013).

2.2.6. Técnica para aislamiento de larvas Jz

Las raices infectadas son lavadas y cortadas en pedazos de aproximadamente 5 mm de largo.
Una porcion de 5 gramos se coloca en una licuadora (homogenizador, mezclador) con 500 mL

de agua. La licuadora se corre a baja velocidad por 15 segundos. La suspension resultante es



pasada a través de un tamiz grueso (aberturas de 1 mm) y de uno fino (aberturas de 0,010 a

0,030 mm), y luego se lava profusamente Taylor y Sasser (1983).

2.2.7. Técnica para aislamiento de huevos

Se realizo el aislamiento de los hongos incorporados, a partir de muestras de masas de huevos
extraidas de raices agalladas de cada uno de los tratamientos, mediante la metodologia Taylor
y Sasser (1983), la cual consiste en seleccionar agallas bien conformadas y disectadas, de las
cuales se extrajeron 120 masas de huevos por tratamiento con ayuda de agujas hipodérmicas
y un bisturi bajo un estéreo microscopio, en un campo estéril. Las masas de huevos se
colocaron en agua agarizada al 0,005 %, dentro de un tubo eppendorf, luego se procedi6 a
liberar los huevos y estados juveniles J; mediante una maceracion suave con ayuda de un
émbolo metélico por un minuto. De la suspension agua-nematodos, con una micro pipeta se
tomaron alicuotas de 0,15 mL y se colocaron en cajas Petri con medio PDA, pH 6.0. Las cajas

fueron incubadas a 28°C +1°C.

2.3. Métodos de control del nematodo agallador.

De manera general, en la literatura cientifica se encuentra una gran variabilidad de estrategias

de control, como las genéticas, quimicas, fisicas, culturales y bioldgicas.

Control quimico, varios autores mencionan el uso de sustancias activas: Carbofuran
(Furadan), Fenamiphos (Nemacur), Oxamyl (carbamato), Terbufos (organofosforado),
Ethoprohos 9 (organofosforado), Dazomet (Basamid), Azadirachtina y el Bromuro de metilo
(BM), productos que causan dafios al ambiente, por el uso inadecuado ademas son muy
costosos ((Nyczepir y Thomas, 2009; Haydock et al., 2006; Solano, 2014).

El Control cultural, consiste en el manejo de varias opciones como la utilizacion de cultivos
trampa especialmente para nematodos agalladores de cultivos de ciclo corto; la solarizacién

del suelo permite desinfectar y suprimir eficazmente la mayoria de las especies de nematodos
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patdgenos, los barbechos limpios de malas hierbas hospederas, asi como la rotacion con
cultivos no hospedadores son en muchas ocasiones medidas efectivas de control nematoldgico,
pues cuando la fuente de alimento desaparece, las poblaciones declinan gradualmente debido

a su muerte por inanicion (Talavera y Verdejo, 2015).

El uso de la biofumigacion, consiste en la incorporacion de materiales organicos al suelo, los
cuales liberan compuestos quimicos con accion desinfectante contra patdgenos, insectos y
nematodos, lo que parece deberse al incremento en las poblaciones de microorganismos
antagonistas de y a los gases que se liberan durante el proceso de descomposicion de la materia

organica (Kirkegaard et al., 2008; Talavera y Verdejo, 2015).

El uso de Plantas Alelopaticas, permite que estas liberen productos nematicidas al suelo, bien
durante su crecimiento o bien como resultado de la descomposicion de sus residuos, productos
conocidos como aleloquimicos. Algunos ejemplos a citarse son: el sorgo cuyas raices
contienen un compuesto quimico llamado dhurrin, que se degrada en cianuro de hidrogeno un
nematicida poderoso; las brasicas, liberan en su proceso de descomposicion los glucosinatos
e isotiocianatos que elimina y disminuye la poblacion de nematodos fitoparasitos presentes en
suelo (Castro, et al., 2011).

El Control bioldgico, con microorganismos naturales o modificados, para reducir los efectos
de organismos patdgenos, favoreciendo al mismo tiempo el desarrollo de los organismos Utiles
para el hombre, plantas y microorganismos beneficiosos. Para lograr el control bioldgico a
través de microorganismos antagonistas de nematodos que reducen directamente las
poblaciones del suelo mediante depredacion, parasitismo o antibiosis como la bacteria
Pasteuria penetrans, los hongos Paecilomyces lilacinus, Pochonia chlamydosporia, Hirsutella
rhossiliensis, Catenaria spp. Arthrobotrys, Monacrosporium; asi como el uso de
microorganismos de proteccion biologica que dificultan la penetracién, desarrollo y

reproduccion de los nematodos en las raices como los hongos formadores de micorrizas



arbusculares o algunas bacterias inductoras de resistencia sistémica como Bacillus,

Pseudomonas (Talavera y Verdejo, 2015).
2.4. HONGOS NEMATOFAGOS DE Meloidogyne spp,.

2.4.1. Pochonia chlamydosporia.

El hongo nematéfago Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare y Gams (ex Verticillium
chlamydosporium Goddard), es un paréasito facultativo de huevos de nematodos formadores
de quistes y agallas, presentes comunmente de forma natural como saprofitico en una gran
diversidad de suelos y agro-ecosistemas de todo el mundo (Gams y Zare, 2001). Entre las
especies mas estudiadas por sus potencialidades como Agente controlador biolégico ACB se

sefiala P. chlamydosporia, con sus variedades chlamydosporia y catenulata.

2.4.1.1. Clasificacion taxonémica de Pochonia chlamydosporia.

Gams y Zare (2001) informan la siguiente posicion sistematica:

Reino: Fungi

Phylum: Deuteromycota

Clase: Hyphomydetes

Género: Pochonia

Especie: P. Chlamydosporia. (Goddard) Zare y Gams

2.4.1.2. Modo de accion Pochonia spp sobre huevos de Meloidogyne spp., ¥

proliferacion.

En observaciones realizadas por Seger et al., (1996), sobre el proceso de infeccion de los
huevos de Meloidogyne spp., demostraron que P. chlamydosporia forma una red de micelio en
estrecho contacto con las masas gelatinosas (ootecas), produciéndose la penetracion de los

huevos a través de apresorios desarrollados al final de largas hifas o ramas laterales, donde se



desarrollan tubos de penetracion extremadamente finos y cortos, los que, inmediatamente

después que penetran la cuticula de los huevos, se ensanchan.

Lopez-Llorca (1992), observaron que P. chlamydosporia parasita huevos de nematodos
formadores de agallas y quistes, formando apresorios que se adhieren a la cubierta del huevo.
La forma y numero de apresorios y la extension de su crecimiento sobre la superficie del huevo
estdn determinados por el nematodo hospedante. Luego se produce la penetracion de la

cubierta del huevo y la digestion del contenido del mismo (Jansson y Lépez - Llorca, 2004).

La penetracion de la cuticula de los huevos de Meloidogyne spp., por P. chlamydosporia es
producto de la accion conjunta de la presion fisica y la actividad enzimatica de tipo hidrolitica
especifica, correspondiente a enzimas como esterasas, proteasas de tipo serina, quitinasas y
lipasas; que tienen un papel importante en la degradacion de cada una de las laminas que
conforman la estructura y composicion quimica de la capa externa de los huevos (Morton y
Col, 2003; Peteira, 2004). Ademés, que P. chlamydosporia tiene la accién de producir

metabolitos que frenan la accion de la eclosion de los huevos de nematodos.

Todos los estados de P. chlamydosporia ocurren en el suelo, las clamidosporas le permiten al
hongo sobrevivir cuando el hospedante es escaso, hasta tres meses, mientras que la dispersion
en el suelo producto del crecimiento de las hifas es muy limitada. No obstante, el hongo puede
colonizar la rizosfera y proliferar en el suelo (Bourne, J.M. 1995), siendo més abundante en
los organicos que en suelos minerales con temperatura de 22°C (6ptima para la esporulacion

in vitro), mientras que, después de una generacion, la colonizacion de la rizosfera es mejor a

temperaturas de 200C, 25 9C y 30 OC.

10



2.4.2. Purpureocillium lilacinus (Paecilomyces spp).

El género Purpureocillium presenta conidioforos ramificados, agrupados o irregulares, estos
se encuentran en forma de cadena. Tiene un crecimiento rapido de sus hifas. Las colonias se
desarrollan de 5a 7 cm en 14 dias a una temperatura de 25°C presentado un color lila. EI rango

Optimo de temperatura para su desarrollo va de los 26 a 30°C y un pH de 2 a 10 (Acosta, 2006).

2.4.2.1. Clasificacion taxondémica de Purpureocillium spp.

Samson (1974), clasifica a Purpureocillium de la siguiente forma.

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Orden: Eurotiales

Familia: Trichocomaceae

Género: Purpureocillium

Especie: Purpureocillium lilacinus. (Thorne) Sayre y Starr

2.4.2.2. Caracteristicas morfologicas del género Purpureocillium spp.

El género Purpureocillium presenta hifas hialinas amarillentas septadas o sin septos, de
paredes delgadas. La mayoria presenta ramificaciones verticiladas o irregularmente
ramificadas, llevan en su parte terminal en cada rama grupos de fialides, las cuales también
pueden ser solitarias. Las fialides constan de una porcion basal cilindrica o hinchada,
adelgazandose abruptamente a menudo para formar un cuello muy notorio. Los conidiéforos

Ilevan cadenas de conidios; estos son hialinos unicelulares y de forma ovoide. (Bustillo, 2001).

Colonias en agar Czapek de crecimiento lento y limitado, alcanza un diametro de 2.05,2.5a 3

cm en 7 dias a 259C, con borde irregular. Colonias redondas blancas, algodonosas, con centro
en relieve o colonias de superficie vellosa, aterciopeladas, con colores verdes (gris verdoso,

verde claro, y verde oscuro) y lilas o purpura, el reverso de la colonia puede ser incoloro con
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matices de color amarillo, no presenta exudacion, también pueden presentar algunas especies
exudaciones de color amarillo brillante, pueden presentar conidiéforos tabicados de paredes
lisas y ramificados en sus extremos triverticilado o cuatriverticilado, con métula usualmente
cortas (6-8.0 x 2.5-3.0 um) y fialides con el &pice puntiagudo de 5.0-6.0 x 2.0 um, de donde
nacen los conidios lisos o equinulados, elipsoidales de 2.5-3.5 um, formando cadenas, sin

ramificar, con aspecto caracteristico de pincel (Bustillo, 2001).

También se pueden encontrar dependiendo de la especie conidioforos de paredes rugosas,
hialinas que se dividen en dos ramas de las cuales se ven apresadas contra el eje y luego son
levemente divergentes, producen cadenas cortas de conidios elipticos, 3.5-3.0 um, con los
extremos puntiagudos, de paredes lisas. Presenta fialides en grupos de 2 a 3, notablemente
diferentes, 10-15 x 3.5-4.0 um con &pices relativamente largos y angostos (Arias y Pifieros,
2008).

2.4.2.3. Modo de accion de Purpureocillium lilacinus.

Mukhtar et al., (2013) indican que las hifas de P. lilacinus penetran facilmente la cascara de los
huevos de M. arenaria, los cuales una vez invadidos se hinchan como resultado de la alteracion
de permeabilidad de la pared y sufren una serie de cambios estructurales. Por su parte Brand
et al (2004), sefialan que la capa vitelina se divide en tres membranas separadas, la capa de
quitina se torna vacuolada y la capa lipidica desaparece, provocando la destruccién del
embrion. En la mayoria de los casos el hongo no sélo ataca las masas de huevos, sino

también penetra en el cuerpo de las hembras adultas oviponentes y las destruye.

Kiewnick y Sikora (2005), indican que este hongo presenta varios mecanismos de accion, pero
el principal estd asociado al ataque en etapas sedentarias, en particular a los huevos de
nematodos enquistados o sedentarios, produciendo leucinotoxinas, quitinasas, proteasas y
acido acético, compuestos directamente relacionados con el proceso de infeccion; se ha
demostrado que P. lilacinus penetra directamente todos los estados del nematodo luego de la
formacion del apresorio. Después de la adhesion P. lilacinus forma un apresorio para adherirse

a la superficie de acogida y lograr la penetracion. Esta estructura libera enzimas, secretadas
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para degradar los sustratos adyacentes con lo que establece un punto de infeccion mucho més

estrecho y asi lograr la penetracion del huésped (Gunasekera et al., 2002).

2.5.3. Trichoderma spp.

Es un género de hongos que se encuentran en los suelos de todas las zonas climaticas del mundo
y son importantes descomponedores de materiales lefiosos y herbaceos. Es un hongo invasor
oportunista, que se caracteriza por su rapido crecimiento, por la capacidad de asimilar una
amplia gama de sustratos y por la produccién de una variedad de compuestos antimicrobianos.
Algunas cepas han sido explotadas como ACB de patogenos, incluyendo hongos vy
nematodos, mediado por la produccion de enzimas de degradacion de la pared celular, como:
celulasas, quitinasas, glucanasas, entre otras, y la produccion de antibiéticos. También, han
sido usadas en biorremediacion, por su capacidad de degradar hidrocarburos, compuestos
clorofenolicos, polisacaridos y los plaguicidas, utilizados en la agricultura (Vinale et al. 2006).
La rapida velocidad de crecimiento, esporulacion abundante y rango amplio de sustratos sobre
los que puede crecer, hace que sea muy eficiente como saproéfito y cuando se usa como agente
bioldgico (Martinez et al., 2007).

Igualmente, se considera estimulador del crecimiento vegetal (Leandro et al., 2007) e inductor

de resistencia sistémica, debido a que modula o estimula algunas respuestas en la planta
(Howell, 2006).
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2.5.3.1. Clasificacion taxondmica de Trichoderma.

Segun Samuels (2005) el género Trichoderma spp, se clasifica de la siguiente manera:
Reino: Mycetae
Division: Eumycota

Subdivisién:  Ascomycotina

Clase: Euascomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Hypocraceae

Género: Trichoderma e Hypocrea

Especies: T. aggressivum, H. andinensis, T. arundinaceum, T. asperellum, T. atroviride, T.
aureoviride, T. brevicompactum, H. ceramica, T. citrinoviride, T. citrinoviridex, T. crassum, H.
cremea, H. cuneispora, T. erinaceum, H. estonica, T. fasciculatum, T. fertile, T. gamsii, T.
ghanense, T. hamatum, T. harzianum. T. koningii, T. koningiopsis, T. longibrachiatum, T.
minutisporum, T. asperellum, H. neorufa, H. nigrovirens, T. oblongisporum, T. ovalisporum,
H. patella, T. pleuroticola, T. polysporum, T. pseudokoningii, T. pubescens, T. reesei, T.
saturnisporum, H. semiorbis, T. spirale, H. stilbohypoxyli, T. strictipile, T. strigosum, T.
stromaticum, H. surrotunda, T. tomentosum, T. virens, T. viride, T. viridescens (Samuels et al.
2010).

2.5.3.2. Caracteristicas morfoldgicas del género Trichoderma spp.

Las colonias de Trichoderma spp. en medio de cultivo, al principio son de color blanco y
luego verdes u de otros tonos como verde-amarillo; algunas cepas presentan un olor a coco.
Entre las caracteristicas microscopicas de Trichoderma estan: hifas septadas y produce
conidioforos muy ramificados con un contorno conico o piramidal, hialinos, rectos. Las
estructuras en forma de botella llamadas fidlides se encuentran en la punta de los

conidioforos, individuales o en grupos. Las fialosporas, también conocidas como conidias,
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son producidas al final de las fidlides donde son acumuladas para formar una cabeza
conidial, son hialinas, unicelulares, ovoides, globosas o subglobosas, elipsoides u
oblongas, inferiores a 5 um de diametro. Las clamidosporas tienen forma globosa a
subglobosa, terminales o intercalares de color verde, menores de 15 pm de diametro; recién
formadas pueden presentar mas del 75 % de germinacion cuando la humedad relativa sea
superior al 75 % y la temperatura entre 28 y 30 °C (Barnett, 1960; Bourguignon, 2008;
Memenza, 2009).

El teleomorfismo de Trichoderma es representado por especies del género ascomiceto
Hypocrea, que se caracterizan por la formacion de estromas gruesos en tonos de café claro
u oscuro, amarillo o naranja. Tipicamente el estroma es discoidal a pulvinado, limitado en
extension, pero en algunas especies el estroma es extendido cubriendo extensas areas. Los
estromas de algunas especies (género Podostroma) son clavados o de forma de corneta.
Los peritecios son completamente sumergidos. Las ascosporas bicelulares pero
desarticuladas por un tabique tan pronto se desarrollan en ascosporas parciales pareciera
que el asca contiene 16 ascosporas. Las ascosporas son hialinas o verdes y cominmente
espinulosas. Mas de 200 especies de Hypocrea han sido descritas, pero s6lo unas pocas han
crecido en cultivos puros y muy pocas han vuelto a ser descritas en términos modernos
(Samuels et al., 2010).

2.5.3.3. Condiciones favorables para Trichoderma spp.

Trichoderma es un hongo anaerobio facultativo que se encuentra en suelos agricolas y otro tipo
de medios. Se puede desarrollarse en suelos con alto contenido de materia orgénica, restos de
cosecha, sobre madera, donde exista abundante presencia de raices o en sitios con predominio
de hongos fitopatdgenos, pudiéndose adaptar satisfactoriamente a condiciones climaticas

extremas (Gams y Bissett, 1998).
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El espectro de luz influye en el desarrollo de Trichoderma, fundamentalmente sobre la
esporulacion. Las colonias del hongo que se desarrollan bajo condiciones de luz alterna, son
blancas y algodonosas al inicio y después tonadas concéntricas, alternando una banda delgada
hialina con otra ancha de color verde oscuro, mientras que bajo luz continua son uniformes
de color verde oscuro. La luz influye, ademas en la produccion de metabolitos secundarios
(Rodriguez et al., 2013)

Es importante para que el hongo se desarrolle méas rapido, un suelo posea un pH que oscile
entre 5.0 a 6,5, es decir, que puede adaptarse a suelos mas o menos acidos, y que tenga la
capacidad de tolerar a los quimicos o al calor que se puede aplicar al suelo, para garantizar su
sobrevivencia. El desarrollo de Trichoderma se activa con la presencia de lahumedad, con
Optimo de 60% de la capacidad de retencion de humedad del suelo. A porcentajes mayores de
saturacion, la colonizacién y sobrevivencia disminuyen por baja disponibilidad de oxigeno
(Rodriguez et al., 2013).

Trichoderma puede estar influenciado por la temperatura del suelo en términos de su
distribucion mundial. T. harzianum generalmente es aislado de suelos célidos mientras que T.
polysporum y T. viride se encuentran mayoritariamente en regiones temperadas- frias y T.
hamatum y T. koningii estan ampliamente distribuidas en areas que poseen una diversidad
climatica. El rango de temperaturas en las que pueden crecer es bastante amplio; puede ser tan
bajo como 0°C en el caso de T. polysporum y tan alto como 40°C para T. koningii. Ademas
de afectar el crecimiento de Trichoderma spp., la temperatura puede afectar también su
actividad metabolica como la produccion de antibioticos volatiles y enzimas (Bourguignon,
2008).

Esta capacidad de adaptacion a diversas condiciones medioambientales y sustratos confiere

a Trichoderma spp., la posibilidad de ser utilizado en diferentes suelos, cultivos, climas y

procesos tecnolégicos (Péez et al., 2007).
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2.5.3.4. Mecanismos de parasitismo de Trichoderma sobre nematodos fitopatdgenos.

Los mecanismos de accion de los agentes del género Trichoderma son utilizados para el
control de un amplio nimero de patégenos del suelo, dada su versatilidad, adaptabilidad y fécil
manipulacién. Se conoce varios mecanismos de parasitismo sobre nematodos segun las
especies de Trichoderma. Por ejemplo, la efectividad de Trichoderma harzianum en la
disminucién de los dafios y control de poblaciones de Meloidogyne spp, puede afectar a los
nematodos formadores de agallas de dos modos: parasitismo directo en juveniles de segundo
estado y parasitismo en huevos, por accién de metabolitos toxicos que produce.

Las especies nematofagas de Trichoderma, poseen la capacidad de envolver al nematodo en
micelio, y produce metabolitos que actian como nematicidas, tales como trichodermin,
suzukacilina, alameticina, dermadina, entre otros (Rey et al. 2000; Howel, 2003; Pocasangre et
al., 2004). Los mecanismos de accion de biocontrol y la reaccion con el patégeno son muchos
y complejos. Son influenciados por el tipo de suelo, temperatura, pH y humedad de la
planta y el ambiente del suelo, ademas por la presencia de otros microorganismos. Se conocen
cuatro principales mecanismos de control biolégico: antibiosis, competencia, parasitismo o

lisis, resistencia inducida (Kaewchai et al., 2009).

Antibiosis, consiste en la produccion y liberacion de sustancias quimicas como metabolitos
especificos y no especificos o antibidticos, ejerciendo un efecto adverso (inhibicion o
destruccion) sobre otros microorganismos. Los antibidticos tienen efecto sinergético cuando
se combinan con varias enzimas degradativas de la pared celular produciendo una fuerte
inhibicién de muchos fitopatdgenos, Kaewchai et al. (2009). Trichoderma spp. produce
sustancias como: 6-pentil-a-pirona (6-PAP), trichordermina, dermadina, suzukacilina,
alameticina, trichotoxina, acetaldehido, viridina, viridiol, gliovirina, gliotoxina y acido
heptelidico; asi como las enzimas B-1,3 glucanasa, quitinasa y celulasa, las cuales facilitan la
habilidad antagonista para atacar un amplio rango de patdgenos ejerciendo su efecto sobre

las paredes celulares (Infante et al., 2009).
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Competencia se presenta cuando el espacio y nutrientes son un factor limitante. La
competencia puede dividirse en competencia saprofita por nutrientes en el suelo y la rizosfera,
y competencia por sitios de infeccion sobre y dentro de la raiz Kaewchai (2009). La
competencia por nutrientes puede ser por Nitrégeno, carbohidratos no estructurales (azlcares
y polisacaridos como almidon, celulosa, quitina, laminarina y pectinas, entre otros) y
microelementos (Infante et al., 2009). Las especies de Trichoderma, aplicadas al suelo o a las
semillas, crecen facilmente junto con el desarrollo del sistema radicular de la planta tratada.
La competencia depende de las caracteristicas del agente biocontrolador tales como plasticidad
ecoldgica, velocidad de crecimiento y desarrollo, asi como de factores externos como el tipo

de suelo, pH, temperatura, humedad, entre otros (Howell, 2003; Infante et al., 2009).

Adhesion mecanismo mediante el cual las hifas se adhieren al hospedante mediante la
formacion de estructuras similares a ganchos y apresorios (Infante et al. 2009). Inducen
cambios morfoldgicos como el enrollamiento alrededor del hospedero, desarrollo de
apresorios por parte de Trichoderma y productos de degradacion de las paredes celulares como
quitinasa. Ademas, las lectinas inducen el enrollamiento sélo al contacto fisico, mientras que
partes del sistema enzimatico quitinolitico son inducidas antes del contacto directo entre
Trichoderma y su hospedero (Infante et al., 2009).

Ademas, se ha considerado la accién nematofaga de ciertas especies del genero Trichoderma
tales como: T. harzianum, T. viride, T. atroviride, T. longibrachiatum y T. koningii, por la
sustancias quimicas que producen estas especies, tales como 6-pentil-a-pirona (6-PAP),
trichordermina, dermadina, suzukacilina, alameticina, trichotoxina, acetaldehido, viridina,
viridiol, gliovirina, gliotoxina y acido heptelidico; asi como las enzimas [3-1,3 glucanasa,
quitinasa y celulasa, las cuales ejercen accion litica sobre las paredes cuticulares y
celulares de los nematodos (Deacon 2006, Molina, 2006; Chet et al., 2006).
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2.6. TRABAJOS RELACIONADOS CON EL TEMA.

Regaieg y otros investigadores (2011), utilizaron tres cepas de Verticillium leptobactrum
procedentes de masas de huevos de nematodos agalladores de Meloidogyne spp. y evaluaron
el potencial del control biologico de hongos en la segunda etapa de juveniles (J2) y los huevos
de M. incognita, in vitro demostraron que V. leptobactrum es un eficiente parasito de nematodo.
En invernadero con plantas de tomate parasitadas por M. incognita y M. javanica, V.
leptobactrum se compar6 con los aislamientos de Pochonia chlamydosporia sp.,
monacrosporium. Con la introduccion de los propéagulos en suelos libres de nematodos o
infestadas de forma natural se observé la mejora de crecimiento de las plantas con un aumento
significativo de la longitud de raices de tomate, el menor parasitismo se manifesto en J2 del
suelo y masas de huevos. En un segundo ensayo con M. javanica, los tratamientos con tres V.
leptobactrum aislados redujeron tanto las masas de huevos en las raices, asi como la densidad
de J2 y el nimero de agalla.

Cruz (2007), evalud para el control de Meloidogyne sp., en el cultivo de okra americana
(Abelmoschus esculentus) los tratamientos Micorrizas vesiculo arbuscular (VAM) 3 g al
semillero y 30 g en el transplante, Trichoderma harzianum 3 x 1011 conidias en 240 g/ha,
Paecilomyces lilacinus 8 x 1011 conidias en 240 g/ha, Pochonia chlamydosporia 3 x 109
clamidiosporas al transplante y Marigold (Tagetes erecta) sembrado en asocio dos plantas y el
control al cual no se aplicd nada. Los tratamientos de Paecilomyces lilacinus, Pochonia
chlamydosporia, Trichoderma harzianum, VAM y Tagetes erecta redujeron la poblacion de
Meloidogyne spp., en 78, 76, 41, 38 y 10%, respectivamente, mientras el control mostrd un
aumento en 33%. El promedio de altura en el tratamiento con Tagetes erecta fue menor por la
alta competencia comparado con el resto de tratamientos. Se encontré un nimero menor de
nodulos en el tratamiento de Paecilomyces lilacinus, Pochonia chlamydosporia y Tagetes
erecta; las plantas con VAM, Paecilomyces lilacinus y Pochonia chlamydosporia obtuvieron

el mayor peso de materia seca de raices y mayor produccion por hectarea.
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Solano et al., (2014), determinan el efecto de varios aislamientos autdctonos de los hongos
Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare y Gams (Hypocreales: Clavicipitaceae) y
Purpureocillium lilacinum Luansa-ard et al. (Hypocreales: Ophiocordycipitaceae) en el control
de Meloidogyne incognita (Kofoid y White) Chitwood, en tomate, en condiciones de campo.
Se utilizaron seis aislamientos fungicos y un control sin aplicacion, distribuidos segun un
disefio de bloques al azar con cuatro réplicas. Las aplicaciones de los hongos lograron reducir
el indice de agallamiento por M. incognita, asi como las poblaciones de juveniles infestivos
(J2) en el suelo y en las raices del cultivo, a la vez que se observo un estimulo en las variables

agrondmicas numero de frutos, masa de los frutos y rendimiento agricola.

Romero (2004), al probar el hongo Paecilomyces lilacinus contra Meloidogyne spp. en plantas
de pepino, en aplicaciones de P. lilacinus en siembra, al trasplante, siembra/trasplante, a los 10
dias del trasplante, siembra/10 dias del trasplante, trasplante/10 dias del trasplante, el testigo
quimico con Oxamyl y el testigo absoluto que no recibié ninguna aplicacion, dando como
resultados la menor cantidad de ndédulos en los tratamientos con Oxamyl, P. lilacinus en
siembra/trasplante, siembra/10 dias del trasplante y al trasplante/10 dias del trasplante; con este
Gltimo también se obtuvo mayor longitud de raices en comparacion con el testigo absoluto y
aplicacion de P. lilacinus a los 10 dias del trasplante; con Oxamyl se control6 86% de
Meloidogyne y las aplicaciones de P. lilacinus que tuvo mejor control fue en siembra y
trasplante (74%).

Téllez et al., (2015), al evaluar el efecto del nematodo sobre el crecimiento y rendimiento de
la planta de chile criollo y conocer la capacidad reproductiva del nematodo en este genotipo.
Se aplicé primero el indculo del nematodo (3,000 huevecillos maceta-1); después, se aplicaron
los productos comerciales NEMAQUIM y NEMAGRO, a los 27, 42 y 57 d.d.s. La cosecha y
culminacion del experimento se efectuaron a los 123 d.d.s. Las variables de estudio fueron
altura de la planta, volumen de la raiz fresca y peso de la raiz seca. Se realizo6 el analisis de
varianza y la prueba de Tukey. La poblacion del nematodo M. incdgnita provoco decrementos

en la altura (10%), y el control con Nemagquin (P. varotii) favorecio incrementos en altura de
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la planta y volumen de la raiz. Los tratamientos presentaron diferencias estadisticas en altura,

peso de follaje fresco y volumen de la raiz.

Hernandez- Ochandia, et al., (2015) determinaron el potencial de cepas de Trichoderma
asperellum Samuels, Lieckfeldt y Nirenberg como agente de control bioldgico de Meloidogyne
incognita (Kofoid y White) Chitwood. Para el estudio en condiciones semicontroladas, las
plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) se inocularon con 2,5 juveniles de segundo
estadio (J2) por gramo de suelo y a las 72 horas se adiciond inoculo de la cepa Ta.90; se aplico
107 UCF por maceta. Los tratamientos fueron: plantas sanas (control absoluto), plantas + Ta
.90; plantas +Ta .90 + nematodos, plantas + nematodo y nematodos + Ta .90 (sin plantas). A
los 35 dias se evaluaron los parametros: indice de Agallamiento (IA), nimero de huevos del
nematodo por sistema radical, altura de planta, diametro del tallo, longitud de la raiz, nimero
de hojas y masa fresca de raiz. Los filtrados de las cepas de T. asperellum causaron altos niveles
de mortalidad y sobresalio la cepa Ta .90 con 90% de mortalidad a las 24 horas. En macetas,
dicha cepa provocd una disminucion en el nimero de huevos por hembras, lo que difiere
significativamente del testigo sin aplicar y atenud el efecto del nematodo sobre los parametros:
altura, diametro del tallo, nimero de hojas y masa fresca aérea.

Vargas et al., (2015), seleccionaron una plantacion comercial infestada con nematodos y
sembrada con el cultivar Grande Naine. Se usé un disefio de bloques completos al azar con 6
repeticiones. De cada cepa se realizaron aplicaciones mensuales a 1* 109 ufc.ml -1 durante 20
meses. No se redujeron las poblaciones de nematodos en las plantas tratadas con la cepa UNA
de P. lilacinus y de Trichoderma spp. Sin embargo, las plantas tratadas con estas cepas
mostraron mayor peso del racimo (p=0,0375) y circunferencia (p=0,0402) de la planta madre,

respecto a las plantas sin esa aplicacion.

Arévalo et al., (2012), en plantaciones de guayaba (Psidium guajava L.), evaluaron las
actividades saprofitica y patogénica de tres cepas de P. chlamydosporia frente a M. enterolobii,

en una sucesion de cultivos tomate (Solanum lycopersicumL.)- lechuga (Lactuca sativa L.). Al
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finalizar el ciclo de los cultivos, 6 meses después de la aplicacion, se comprobd que la
colonizacion de P. chlamydosporia se mantuvo en el orden de 10*UFC.g-1de suelo y mayor de
108UFC.g-1en las raices. El porcentaje de colonizacion de estos hongos sobre las masas de
huevos fue superior al 60% en todos los tratamientos, mientras que los porcentajes de

parasitismo de huevos estuvieron entre 45 y 55%.

Sanchez de Prato et al., (2016) realizaron estudios sobre la efectividad del Trichoderma
harzianum como biocontrolador en base al estado fitosanitario del cultivo de café (coffea
arabica, L.) en la fase de vivero, evaludndose la infestacion causada por los nematodos. Se
utilizaron plantulas en bolsas con sustrato de mezcla 2 partes de tierra, 1 de materia organica y
1 de arena, realizando aplicaciones con Trichoderma harzianum con tres concentraciones de
conidias. Se concluye que la aplicacion con el tratamiento T7 = sustrato solo + Trichoderma
de 1 x1027ufc/ml. Erradicé en un 100% los nematodos de los géneros Meloidogyne spp y
pratylenchus spp., y en cuanto al desarrollo agroproductivo de las plantulas de café en la fase
de vivero el tratamiento T-4:plantula + Trichoderma de 1 x 1027ufc/ml, es el que propicia el
crecimiento, desarrollo de las plantulas y el control de los nematodos fitopatdgenos de forma

adecuada.

Gortari y Rogue (2016), en su trabajo de investigacion plantearon los siguientes objetivos: 1)
La produccién de conidias de P. lilacinum LPSC # 876 cultivado sobre diferentes sustratos
solidos con varias relaciones C/N, y 2) El efecto de algunos productos fermentados conteniendo
conidias de P. lilacinum sobre la poblacion de N. aberrans en plantas de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) cv. platense cultivadas en maceta en invernaculo. Las plantas inoculadas con
conidias producidas en afrecho de arroz y residuo de girgola mostraron la menor cantidad de
agallas, de masas de huevos y de huevos por masa de huevos. Sin embargo, no se evidencid
una actividad antagénica concluyente sobre el nematodo. El afrecho de arroz provee los
nutrientes necesarios para una buena produccion de conidias de P. lilacinum aunque su
combinacion con residuo de girgola mejora la produccion. Es necesario redisefiar las

estrategias experimentales para demostrar el antagonismo de P. lilacinum hacia N. aberrans.
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Acevedo (2015), evalué la aplicacion de dos agentes de control biolégico sobre nematodos
asociados al cultivo de melon, las variables de respuesta fueron: poblaciones al inicio y al final
del estudio en suelo y raiz por género de nematodo encontrado, dafio de raiz y rendimiento
exportable de meldn. Los datos se analizaron utilizando anélisis de covarianza y pruebas de
medias al 5% de significancia. Como resultado se obtuvo que los géneros identificados en el
estudio fueron: Helicotylenchus y Rotylenchulus. Se logré determinar que las poblaciones de
estos generos varian de acuerdo a las dosificaciones que se utilicen, mas no con el agente de
control biologico. No se observaron géneros de nematodos en raiz, el dafio fue por la
colonizacién de Monosporascus cannonballus. Los tratamientos con T. harzianum presentaron

mayores rendimientos de mel6n exportable.

Ceiro (2013), determind la tolerancia in vitro a diferentes niveles de cloruro de sodio de la cepa
IMI SD 187 del hongo nemat6fago Pochonia chlamydosporia var. Catenulata (Kamyschko ex
Barron y Onions) Zare y W. Gams. La relacion entre la inhibicion de la germinacion de
clamidosporas, conidios y los diferentes niveles de estrés salino fueron analizados a través de
regresion lineal. Las clamidosporas fueron mas tolerantes que los conidios, con inhibicion de
50% de la germinacion al3dS.m-1y 12dS.m-1, respectivamente. A partir de los resultados, se
deben realizar otros estudios para determinar la efectividad de P. chlamydosporia var.
catenulata como agente de control bioldgico de Meloidogyne spp., en suelos salinos, con el fin
de recomendar la utilizacién integrada del hongo en los paquetes tecnolégicos de produccion,

en agroecosistemas que tengan problemas de salinidad.

23



3. MATERIALES Y METODOS.
3.1. MATERIALES
3.1.1. Materiales de laboratorio.

e Materiales: Cajas de Petri, erlenmeyer, lamparas de alcohol, pipeta graduada, porta y
cubre objetos, siracusas, tubos de ensayo, varilla de agitacion, vasos de precipitacion de
100, 500 y 1000 mL, aza de siembra, agujas hipodérmicas, agujas quirargica, pinzas,
bandejas pléasticas, bisturi, platos calados, puntas de micropipeta, saca bocados, fundas de
polifan termoresistentes, fundas plasticas transparentes, jeringas de 1, 5y 10 mL, parafilm,
pipetas Pasteur, probetas graduada, tubos para microcentrifuga, envases de plastico,

algoddn, franela, lienzo, pafiuelos faciales, papel filtro.

e Medios de cultivo y otros reactivos: AA (agar y agua), AAA (agar, agua y antibioticos),
arroz cocido y esterilizado, CMA (Agar harina de maiz), PDA (papa, dextrosa y agar),
PDAA (papa, dextrosa, agar y antibioticos), acido lactico 40%, azul de metileno 1%,
eosina al 10%, fucsina acida 1 %, alcohol potable e industrial, hipoclorito de sodio 1%,
antibiéticos (cloranfenicol, tetraciclina, estreptomicina al 0,05%), contador manual de
unidades, camara de Neubauer, micropipeta de 100-1000 pul, micropipeta de 10-100 l,

tamices nematologicos (NO 60, 120 y 400), tween 80.

e Equipos: Agitador magnético tipo vortice, autoclave, balanza digital de 0,0001g de
precision, bafio de Maria, camara de flujo laminar, cAmara digital, centrifuga, destilador de

agua, estéreo microscopios, incubadoras.

3.1.2. Materiales de campo.

Semillas de tomate Var. Caribe, sustrato 2:1 (Humus y turba), esterilizadora de sustrato,

regaderas, etiquetas, vasos platicos de 150ml, materiales para tutoraje (alambre, hilo, carrizos
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y postes), espantapajaros, podadoras, navajas, trasplantadoras, abonos foliares (raizal, K-

FOL), gavetas, etiquetas, cinta métrica, herramientas de labranza, camara digital.

3.2. METODOLOGIA.

La primera fase de la investigacion se desarroll6 en el laboratorio de Sanidad Vegetal, donde
se reactivaron y multiplicaron los aislados de los hongos nematofagos Purpureocillium
lilacinus, Pochonia chlamydosporia y Trichoderma spp., y la preparacion de las
concentraciones de los indculos fungicos y de los nematodos. La segunda fase se desarroll6 en
condiciones de campo, en un terreno del Centro de Formacién Técnica Zapotepamba (CFT-Z)
perteneciente a la Universidad Nacional de Loja, ubicado en la parroquia Casanga, canton
Paltas, provincia de Loja, con una altitud de 940 msnm.

El CFT-Z esta ubicado en las siguientes coordenadas geograficas:

Coordenadas x: 9 555 898 UTM-UTM

Coordenadas y: 636 082UTM -UTM

[

Area del ensayo.

A

[Rerl]

Figura 1. Mapa topografico del sector donde se realizo el ensayo.
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Las caracteristicas climaticas de la zona de estudio corresponden a un clima célido seco,
temperatura que oscila entre los 21° a 37°C y una precipitacion de 660mm/afio
aproximadamente (Chamba, 2016; Plan Estratégico del Centro Binacional de Formacion
Técnica, Zapotepamba, 2010- 2014). Segun Holdridge (1967), el CBFT-Z se clasifica como
Bosque seco tropical (BsT).

3.2.1. Metodologia para el primer objetivo.

“Evaluar la efectividad de 3 aislados de Purpureocillium lilacinus, 3 aislados de Pochonia
chlamydosporia y 5 aislados de Trichoderma spp., en el control bioldgico del nematodo

agallador de las raices del tomate en condiciones de campo”.

3.2.1.1. Fase de laboratorio.

1) Reactivacion de los aislados de Purpureocillium lilacinus, Pochonia chlamydosporia y
de Trichoderma spp.

Consistio en repicar los 11 aislados seleccionados previamente que se encontraron
almacenadas en el laboratorio de Sanidad Vegetal las cuales se describen en el cuadro 1, en
medio de cultivo PDA (papa 200 g, Dextrosa 20 g y Agar 18 g, 1000 mLde agua destilada),
luego se sembrd en discos de 2 cm de diametro y se incubo a 28°C por 7 dias, para recuperar

la fisiologia del hongo con el crecimiento en todo el contorno de la caja. Anexo 12, Fig. 4.
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Cuadro 1. Codigos y procedencia de los aislados de mayor efectividad contra Meloidogyne
incognita y testigo. Loja 2017.

Tratamientos Aislado Cddigo Procedencia
1 TIL15 LC1 La capilla- Catamayo.
2 TatrL16 LC3 La capilla- Catamayo.
3 TKkT19 ET> El tambo - Catamayo.
4 ThLE26 LE; La Era-Catamayo.
5 TvirC27 ETM..5e Malacatos
6 Pch-001 Pch-001 Taquil-Loja.
7 Pch-002 Pch-002 El tambo —Catamayo.
8 NZO2(s)V NZO2(s)V Nangaritza - Z. Chinchipe.
9 PI-001 PI-001 Trapichillo- Catamayo.
10 PI1-002 PI-002 El Tambo- Catamayo.
11 PI1-004 PI1-004 Trapichillo- Catamayo.
12 Testigo - -

2) Masificacién de P. lilacinus, P. chlamydosporia y de Trichoderma spp., para
obtencién de indculo.

La masificacion de los aislamientos se realizd en un sustrato de arroz pre-cocido en bafio
maria por 20 minutos, se colocé 300g de arroz precocido en fundas termoresistentes de
polipropileno (polifan) 10 fundas de arroz con un peso de 300g para cada aislamiento, se
esterilizo en autoclave a 121°C de temperatura y 15 Ib/pulg? de presion por 45 min. Luego
de esterilizado el sustrato se ajusté a pH 6.0 con &cido lactico (1mL/300g), en un campo
estéril. Se inoculo el sustrato con los aislados del Cuadro 1 y se incubaron a 28°C, hasta
lograr la colonizacion completa del arroz por un periodo aproximado de 21 dias. Una vez
colonizado el sustrato se procedié al secado a la cuantificacién conidial, que fue aplicada

en cada uno de los tratamientos en el campo. Anexo 12, Fig. 4.

3) Secado de los sustratos colonizados.

Los sustratos colonizados se mezclaron y desecaron a temperatura ambiente en bandejas
plasticas cubiertas con papel periodico estéril, por una semana dentro de un invernadero, con
remocion diaria del sustrato. El sustrato desecado se recogid en fundas de polipropileno se

etiquetaron y se conservaron al ambiente en un lugar sombreado y seco hasta su utilizacion.
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4) Cuantificacion y preparacion de concentraciones conidiales de los aislamientos.

Se prepararon suspensiones conidiales de cada tratamiento con 1g de sustrato colonizado
desecado, en volumenes de agua conocidos, en vasos de precipitacion se agregdé Tween 80 al
0,05% para homogenizar la suspension de esporas. EI conteo de las conidias se lo hizo en
una alicuota de 0.02 ml de la suspension, en la camara de Neubauer con ayuda de un
microscopio Olympus CX21. La concentracion de inoculo se calculé mediante la ecuacion
referida por French y Hebert (1982), conocida la concentracion de esporas por gramo de
indculo, se calculd la cantidad de sustrato necesario para garantizar una concentracion de 2

x 10° esporas/planta. La concentracion deseada se estim6 mediante la férmula siguiente:

Peso de sustrato x Concentracion deseada

Concentracion deseada = —
Conidias por gramo

Donde:
Peso de sustrato: 1g de sustrato pesado
Concentracion deseada: 2 x 10 1°

Conidias/g: Cantidad obtenida de la cuantificacion.

Cuadro 2. Concentracion requerida para todos los Tratamientos. Loja, 2017.

Aislados Concentracion Sustrato/ Peso de sustrato (g)
Requerida planta (g)
TIL15  2x10°esporas/mL T. longibrachiatun 8,3 697 g/tratamiento/inoculacion.
TatrL1 2x10 °esporas/mL T. atroviride 9,04 759 g/tratamiento/inoculacion
TKT19  2x10 °esporas/ mL T. koningii 6,05 508,2 g/tratamiento/inoculacion
ThLE2 2x10°esporas/ mL T. harzianum 8,8 739,3 gftratamiento/inoculacion
TvirC2  2x10°esporas/ mL T. viride 7,05 592,5 g/tratamiento/inoculacion
Pch- 2x10 ° esporas/ mL Pochonia spp 5,05 420 g/tratamiento/inoculacion.
Pch- 2x10 ° esporas/ mL Pochonia spp 6,3 529,2 g/tratamiento/inoculacion.
NZO2( 2x10 °esporas/ mL Pochonia spp 8,6 722,4 gltratamiento/inoculacion.
PI-001  2x10 ®esporas/ mL Purpureocillium 8,3 697,2 g/tratamiento/inoculacion
PI-002  2x10 °esporas/ mL Purpureocillium 7,95 667,8 g/tratamiento/inoculacion
PI-004  2x10 ®esporas/ mL Purpureocillium 9,49 797,2 gl/tratamiento/inoculacion.
Testigo  Solo nematodos. Solo nematodos. _Solo nematodos.
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5) Incorporacion de los indculos fangicos al suelo.

Se peso la cantidad de inoculo determinada para cada tratamiento (Cuadro 2) La
incorporacion del inoculo al suelo se hizo en mezcla con humus en una relacion de
200g/planta, en forma localizada, segun la distribucion del disefio experimental. Se hicieron
tres inoculaciones, una al momento del trasplante, la segunda inoculacién 21dias después del

trasplante y la tercera inoculacion 42 dias después del trasplante.

6) Obtencidn del in6culo de Meloidogyne incognita.

El inoculo del nematodo se obtuvo de raices agalladas de plantas de tomate en fase final de
las zonas productoras de cantén Catamayo, se seleccionaron agallas de mayor tamafio sin
sintomas de pudricién. Las agallas fueron procesadas aplicando la metodologia de Taylor y
Sasser (1983), se lavd y desinfectd con hipoclorito de sodio al 1 %, por sumersion de 2 a 3
minutos, se realizaron enjuagues con agua destilada. Se pes6 10g de agallas las cuales fueron
licuadas por 30 segundos a una velocidad minima, luego se procedié a la recuperacion de los
nematodos en volumenes de agua conocidos, utilizando los tamices nematoldgicos de Taylor
(1971) numero 100- 250 y 400u. Se cuantificaron estados juveniles y adultos, en 10 alicuotas
de 2mL y el promedio se relacion6 mediante regla de tres simple al volumen de agua

recogido.

3.2.1.2. Fase de Campo.

1) Preparacidon de semilleros.

Se realizd en vasos de plastico de 200mL, colocando 2 semillas tomate var. Caribe por vaso
que contenia sustrato turba enriquecida con nutrientes y humus esterilizado, los cuales se
colocaron en condiciones de invernadero hasta la conformacion de plantulas de cuatro
semanas y se garantizo condiciones adecuadas de humedad y manejo fitosanitario. Anexo
13, Fig. 5.
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2) Preparacidn del suelo.

La preparacion del suelo para el area de ensayo consistié en labores de arado utilizando un
tractor agricola acoplado con arado de discos, rastrillado hasta garantizar la desagregacion
del suelo, eliminacion manual de piedras, terrones; nivelacion del suelo, delimitacion de
parcelas y réplicas segun el disefio experimental, adecuacion de surcos, incorporacion de
materia organica localizada en una relacion de 200g/planta en tres momentos cada 21 dias.
Ademas, se instald el sistema de riego por goteo en el area del ensayo. Se disefiaron parcelas
experimentales de 17.5 metros cuadrados, en un disefio de bloques al azar con cuatro

repeticiones. Anexo 14, Fig. 6.

3) Incorporacién de indculos de nematodos y hongos al suelo.

Primero se procedio a inocular en el suelo Meloidogyne incognita, 2366 nematodos por hoyo,
luego se incorporaron los indculos de hongos nematofagos en dosis de 2x10° en mezcla con
materia organica (200g/planta). Las inoculaciones de los aislamientos fangicos se hicieron
una al momento del trasplante, segunda inoculacion a la tercera semana después del
trasplante (21dias) y la tercera inoculacion a la sexta semana después del trasplante (42 dias).
Anexo 14, Fig. 6.

4) Manejo del cultivo.

El manejo agro técnico y fitosanitario del cultivo se detalla en el siguiente cuadro.

Cuadro 3. Plan de manejo integrado para el Cultivo de Tomate (Solanum lycopersicum L) Var.
Caribe, después del trasplante.
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Actividad.

Descripcién de las actividades.

Fertilizacion.

Después del trasplante se realiz6 una incorporacion de fertilizacion foliar
completa con macro y micro nutrientes, se utiliz6 FOLIKEL (4N-16P-40K)
y FOLIKEL (16N-P-K) dosis de 80 g/20 L. Fertilizacién organica con humus
200 gr por planta por momentos: al momento de la siembra, 21 dias después
de la siembra y 42 dias después de la siembra.

Riego.

Se aplico riego por goteo, dos veces al dia los primeros ocho dias después
del trasplante. Posteriormente un riego por dia, en horas de menor
insolacion, para garantizar una humedad a capacidad de campo.

Tutoreo.

Se lo realiz6 cuando la planta alcanz6 una altura de 0,25 m a 0,30 m, se plant6
estacas de faique (material de la zona) inmediatamente después del
trasplante, distancia entre estacas 1 m y entre hileras 5.50m, se templd
alambre galvanizado (0.2mm de didmetro) sujetado con carrizo y se procedio
alzar las plantas con la utilizacion de hilo de tutoraje. Con el pasar del tiempo
se hizo revisiones constantes para ir aflojando el hilo de tutoraje y asi no se
produzca lesiones en las plantas.

Aporque.

Se realizaron dos aporques, uno a los 21 dias con segunda inoculacién de los
hongos y a los 42 dias con la tercera inoculacion de los hongos, que consistio
en acumular una capa de suelo de 10 cm aproximadamente de profundidad
alrededor de la rizosfera.

Control de plagas
y enfermedades

En la fase de pre floracion se presentaron plagas como la diabrotica
(Diabrotica undecimpunctata) y en la fase de fructificacion se presentd el
gusano pasador del fruto (Neoleucinodes elegantalis), liendrilla /negrilla
(Prodiplosis longifila). Las cuales se controlaron aplicando extractos
botéanicos de hojas y semillas de neem en dosis de 100ml/20Lt cada 8 dias.
Pajaros como periquillos verdes y charros, los cuales fueron ahuyentados con
trampas espantapajaros.

Control de malas
hiervas.

El control de malas hierbas se realiz6 en forma manual utilizando lampas
cuando las malezas tenian de tres a cuatro hojas, se realizaron cinco
deshierbas.

Podas.

Se realizaron podas de formacion a las tres semanas después de la siembra
para orientar el crecimiento de la planta en un solo eje de produccion,
consistié en quitar brotes o “chupones” de la base de la planta.

De igual manera se realizaron podas fitosanitarias que consistieron en
eliminar ramas bajeras, ramas internas, hojas senescentes, hojas y frutos
afectados por plagas y enfermedades. Los cuales se recogieron y enterraron
en un sitio fuera del area del ensayo.

Cosecha,
embalaje y
comercializacion.

La cosecha se realizo a los 90 dias después de la siembra hasta el 50% del
fructificacion. La recoleccion se hiso de forma manual observando la
madurez fisioldgica caracteristica de los frutos (verde pinton- rojo). Se
realizaron tres cosechas en un periodo de tres semanas. Se clasificaron los
frutos por su uniformidad de tamafio y se los empacé en cajas de cartén de
18-20 Kg. Las cuales fueron comercializadas en los mercados locales.
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5) Disefio experimental.

El ensayo de campo se establecio en un arreglo de Disefio de Bloques al Azar (DBA),
constituido por 12 tratamientos y cuatro réplicas (bloques), cada réplica consistié con una
parcela de 21 plantas, de las cuales se evaluaron 10 plantas. En el Cuadro 3, se presentan los
tratamientos evaluados y en la figura 2, se presenta la distribucién de los tratamientos en el
DBA.

Cuadro 4. Tratamientos utilizados en el control del nematodo agallador del tomate de mesa, en
condiciones de campo. Loja, 2017.

Tratamiento Aislado
Trichoderma longibrachiatum T1 TIL15
Trichoderma atroviride T2 TatrL16
Trichoderma koningii T3 TkT19
Trichoderma harzianum T4 ThLE26
Trichoderma viride T5  TvirC27
Pochonia chlamydosporia T6  Pch-001
Pochonia chlamydosporia T7  Pch-002
Pochonia chlamydosporia T8 NZO(S)V
Purpureocillium lilacinus T9 PI-001
Purpureocillium lilacinus T10 PI-002
Purpureocillium lilacinus T11 PI-004
Testigo T12 TOO
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Figura 2. Representacion esquematica del disefio de bloques al azar con 12 tratamientos y
cuatro réplicas.
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Figura 3. Representacion esquematica de la parcela experimental, con la distribucion de plantas
de tomate en cada tratamiento.
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6) Variables evaluadas. La evaluacion de las variables dependientes se las realizé al 50 % de

fructificacion y son las siguientes:

- Indice de agallamiento. Se evalud en 10 sistemas radiculares por réplica y se calculd el valor
promedio, mediante la comparacion visual con la clave cualicuantitativa de 10 grados de
Bridge y Page (1980).

- Cuantificacion de J/100 cm? de suelo. Se evalud en una muestra de 100 cm® de suelo,
tomada de una muestra constituida por 10 submuestras de suelo rizosferico de 10 plantas por
réplica. Mediante la técnica de platos calados o Baerman modificado (Hooper et al., 2005;
Duncan y Phillips, 2009).

- Cuantificacion de J2/10 g de raices. Se evalué en 10 g de raices agalladas por cada

tratamiento, las cuales fueron procesadas segun la metodologia de Taylor y Sasser (1983).

- Altura de la planta (cm). Se determiné al finalizar el ensayo en 10 plantas por réplica de

cada tratamiento.

- Peso de frutos (g). Se determino al azar el peso promedio de 10 frutos/planta, en 10 plantas

por réplica.

- Biomasa foliar (g). Se evalu6 el peso promedio 10 plantas por réplica de cada tratamiento,

exceptuando frutos.

- Biomasa radical (g). Se evalud el peso promedio en 10 plantas por réplica de cada
tratamiento.

7) Hipotesis.

- Hipdtesis para tratamientos.

HO: Los aislados a evaluar en el control del nematodo agallador de las raices Meloidogyne
incognita son estadisticamente igual al nivel del 5 % de significancia.
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H1: Al menos dos de los aislados de P. lilacinus, P. chlamydosporia y de Trichoderma spp.,
difieren estadisticamente al nivel del 5 % de significancia en el control de Meloidogyne
incognita.

Hipotesis para réplicas.

HO: El efecto de las réplicas en el control del nematodo agallador Meloidogyne incognita
con los 12 tratamientos de aislados de P. lilacinus, P. chlamydosporia y de Trichoderma
spp., no difiere estadisticamente al nivel del 5 % de significancia.

HZ1: Al menos en dos réplicas se obtendra diferencias estadisticas al nivel del 5 % segun
Tuckey.

3.2.1.3. Analisis estadistico.

Los datos de las variables evaluadas se tabularon y ordenaron utilizando el programa Microsoft
Excel 2016, luego los datos fueron ingresados en el programa InfoStat 2016, se realizaron
andlisis de varianza de clasificacion simple y comparaciones entre tratamientos mediante la

prueba de Tukey al 5%.

3.2.1.4. Prueba de Abbott (1925) corregida (Rojas y Solano, 2017)

Los datos de las variables relacionadas con el patgeno: indice de agallamiento, J2/100 cc
de suelo y J2/10 g raices fueron transformados a porcentajes de eficacia mediante la formula
de Abbott (1925)

a—>b
Eficacia (%) = * 100

Donde:
a= tratamiento con mayor grado de eficacia (tratamiento con menor valor)
b= tratamiento testigo (maximo valor, menor grado de efectividad)
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3.2.2. Metodologia para el segundo objetivo.
Determinar la correlacion entre los niveles de efectividad de los tratamientos (aislados) en

el control bioldgico de Meloidogyne incdgnita y las variables agrondémicas de las plantas de

tomate a evaluarse.

3.2.2.1. Correlacion entre los niveles de efectividad de los aislados fangicos y las
variables agronomicas.

Consistid en realizar un andlisis estadistico comparativo entre las variables del patdgeno (M.
incognita) y el comportamiento de las variables agrondmicas en una relacion causa-efecto.
Para ello, se utilizd la prueba de Coeficiente de correlacion de Pearson que consiste en
establecer comparaciones entre variables seleccionadas a discrecion del investigador segin
la finalidad de informacion que se desea generar. Se trata de una medida de la magnitud de
la asociacion lineal entre dos variables o mas. La férmula general del coeficiente de

correlacion de Pearson es la siguiente:

S [g(x,; — X, )(xy *fk))/(nfl)

T = zj 2 n <
\/S, e \/[(Z(xq 7f‘,)2)/(n71)]([2(xm *fk)EJ/(nfl)J

Donde Sik es la covarianza entre la variable j y la variable k, S% y S?« son las varianzas de las

variables j y k respectivamente.

Las variables comparadas con la prueba de correlaciones, se ubicaron en siguiente cuadro.

Cuadro 5. Correlacion entre los niveles de efectividad de los aislados y las variables
agronémicas.

Altura Biom foliar Produccion 1.A Jo-Suelo
variables r p rp rp rp rp
Altura
Biom foliar
Produccion
1L.A
J2-Suelo
Jo-raices

p: Pearson p-valor (determinado por el programa) r: coeficiente de correlacion.
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El coeficiente de correlacion muestral representa la covarianza de los valores muestrales
estandarizados. Asume valores en el intervalo [-1:1] y el signo indica la direccion de la asociacion
(valores negativos se producen cuando la tendencia promedio indica que, si un valor en el par

observado es mas grande que su media, el otro valor es mas pequefio que su media).

3.2.3. Metodologia para el tercer objetivo.

Recapturar los aislados fungicos inoculados al suelo para la evaluacion de su capacidad de

sobrevivencia y de parasitismo en condiciones in vitro.

3.2.3.1. Recaptura, cuantificacion, parasitismo e identificacion de los hongos
nematéfagos en muestras de suelo.

Para realizar la recaptura de los aislamientos fungicos P. lilacinus, P. chlamydosporia y de
Trichoderma spp., al concluir la fase de cosecha del cultivo se realizé lo siguiente:

Se tomaron 10 muestras de suelo por replica a nivel de la zona radicular de las plantas y se
homogenizaron en una muestra por tratamiento. Se prepar6 una dilucion madre con 1.0 g en 100
mL de agua destilada estéril (1:100), se agitd6 durante 5 min obteniéndose una suspension
homogénea. La siembra se realiz6 tomando 1mL de la solucion en cajas Petri con medio PDA
y se incub6 a 28°C; la cuantificacion de UFC se realizo a las 96 horas y se caracterizaron las
colonias por su forma, color, elevacion y pigmentos; ademas se realiz la caracterizacion
micromorfométrica que consistio en realizar medir y fotografiar las estructuras reproductivas de
los reaislados con ayuda de un microscopio Olympus CX21. Con las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de los aislados se establecieron comparaciones con las claves
taxondmicas de Purpureocillium (Kozakiewicz, 2001; Luangsa - ard et al, 2011), Pochonia
(Gams y Zares, 2001) y Trichoderma (Samuels et al., 2010).
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3.2.3.2. Recaptura, cuantificacion, parasitismo e identificacion de los hongos
nematdfagos de raices agalladas.

El reaislamiento de los hongos incorporados al suelo en el ensayo de campo, se realizé a partir
de muestras de masas de huevos extraidas de raices agalladas de cada uno de los tratamientos,
mediante la metodologia Taylor y Sasser (19839) descrita en el acapite 2,2,7. El porcentaje de
parasitismo se determind a las 96 horas, se marcO cuatro cuadrantes en la caja Petri, se
cuantificaron huevos y J, parasitados y no parasitados, con ayuda de un microscopio invertido.
Tanto en huevos como en larvas Jz, se observo ecto y endo parasitismo por la presencia de hifas
y esporas sobre el cuerpo de los especimenes o internamente. La identificacion de los hongos se
realiz6 utilizando los mismos procedimientos y claves taxondmicas referidas en el acépite

anterior.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. EFECTIVIDAD DE LOS AISLADOS FUNGICOS, EN EL CONTROL
BIOLOGICO DEL NEMATODO AGALLADOR DE LAS RAICES DEL
TOMATE EN CONDICIONES DE CAMPO.

4.1.1. indice de agallamiento, poblacion de nematodos en 100 cm?® de suelo y
poblacién de nematodos por 10 g de raiz.

En el cuadro 6, se muestra el efecto de los aislamientos sobre la formacion de agallas en el
cultivo de tomate, la poblacion J; en 10g de raices y la poblacién J; en 100cc de suelo, todos
con diferencias estadisticas con respecto al tratamiento testigo. En la variable indice de
agallamiento los tratamientos con mayor efectividad fueron los aislados ThLE26, PI-004, Pch-
002, NZO2(s)V, TIL15, TatrL16, TKT19, PI-001 y TvirC27 con medias menores a 5 grados de
la escala, considerando que no existe diferencia significativa entre ellos; mientras que el
testigo present6 un indice de agallamiento de 9 grados. Para la variable poblacion J; en 10 g
de raices, los aislados mas efectivos en la reduccion de poblaciones fue TvirC27; mientras
que en la poblacion J; suelo el aislado con menor poblacion fueron los aislados PO04 y TkT19,

con diferencias significativas frente al testigo.

Cuadro 6. Efecto de los aislamientos en indice de agallamiento, poblacion de M. incognita en
100 cm?® de suelo y por 10 g de raices. Loja, 2017.

LA N° de J2/100 N° de J2/10 g de

Tratamientos Aislados. cmisuelo. raiz

1 TIL15 425B 64,13 F 41295 E

2 TatrL16 425B 59,61 E 683,94 H

3 TkT19 450 BC 4451 B 410,84 DE
4 ThLE26 3,25 A 50,40 CD 167,27 B
5 TvirC27 500C 80,50 H 149,27 A
6 Pch-001 525D 56,09 D 315,50 C
7 Pch-002 4,00 B 115,51 AB 400,69 D
8 NZO2(s)V 425B 47,60 BC 533,83 G
9 P1-001 450 BC 70,50 G 863,42 |
10 P1-002 575E 4861 C 436,11 EF
11 P1-004 3,75 AB 37,13 A 42539 E
12 TOO 9,00 F 158,96 | 1204,70 J

Medias con letras iguales, no difieren significativamente, segiin Tukey (p< 0.05)
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Segun los resultados obtenidos en el cuadro 6, se puede notar que ninguno de los tratamientos
impidio el establecimiento de M. incognita en la planta; sin embargo, se observa que los
aislados fangicos ejercieron un efecto positivo en la reduccion del indice de agallamiento con

respecto al testigo.

Los aislados del genero Trichoderma spp., presentaron indices de agallamiento entre 3,25 a
5.0 (Escala de Bridge y Page, 1980) con reducciones porcentuales entre 36.1% a 45%,
respectivamente con respecto al tratamiento testigo. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Duarte (2015) quien refiere indices de agallamiento de 3,3 a 3,6 (Escala de
Taylor y Sasser (1983) equivalentes a una reduccion porcentual entre 26 a 50%, utilizando
aislados de Trichoderma spp en el control biologico de M. javanica en naranjilla. De igual
forma, Gordillo (2017) obtuvo resultados de 2,5 a 5,8 seguin la escala de infestacién de Bridge
y Page, (1980); por su parte, Rodriguez et al. (2006), realizaron aplicaciones de
Trichoderma harzianum, a una dosis de 8kg/ha, en diferentes fases del cultivo de
hortalizas mezcladas con sustrato en plantulas, en el momento del trasplante. Los
resultados obtenidos mostrados al final del ciclo del cultivo mostraron un notable
decrecimiento de las poblaciones de nematodos al reducirse los indices de infestacion, de

grados 3 y 4 de una escala de 5, hasta el grado 1.

Los aislados del genero Pochonia sp, registraron un indice de agallamiento entre 4,0 a 5,25
resultado que coinciden con los obtenidos por Delgado (2010), quien obtuvo de 5 a 6 grados
al aplicar un producto a base Pochonia contra M. incognita. De igual forma, Castillo y Medina
(2014) quien obtuvo un indice de agallamiento de 4,7 segun la escala de infestacion de Bridge
y Page, (1980).

Los aislados del género Purpureocillium spp., presentaron un indice entre 3,7 a 5,75 los
resultados concuerdan con Castillo & Medina (2014) quien obtuvo un indice de agallamiento
de 4,7 a 6,9 segun la escala de infestacién de Bridge y Page, (1980); mientras que Duarte
(2015) aplicando P. lilacinus obtuvo un indice de agallamiento de 3,3 muy por debajo del

Testigo; mientras que Flores (2009), quien obtuvo un indice de agallamiento de 2,5 % segun
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la escala de infestacion de Taylor y Sasser (1983); por su parte Cruz (2007) observé que

Paecilomyces sp reduce el 84 % de nodulos con relacion al testigo.

Las variables niumero de nematodos en suelo y en raices se redujo por efecto de los
aislamientos P004, TKT19 y TvirC27, esto se relaciona con el estudio de Castillo & Medina
(2014) quien determind que Paecilomyces redujo la poblacién de nematodos en un 66 % en
tomate, Mendoza (2010), reporta en su estudio que al probar el hongo Paecilomyces spp.,
para el control de Meloidogyne incognita en tomate este redujo significativamente la
poblacion de nematodos tanto en raices como en suelo a diferencia del testigo. Mientras que
Sanchez de Prato (2016), en su estudio reporta que Trichoderma harzianum erradicé en un
100% los nematodos de los géneros Meloidogyne spp y pratylenchus spp, y en cuanto al
desarrollo agro productivo de las plantulas de café en la fase de vivero, esto se relaciona con
el estudio de Pérez et al. (2001), en condiciones controladas, semicontroladas y de campo

obtuvieron un control superior al 80% sobre M. incognita en coffea arabiga.
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4.1.2. Altura, Biomasa foliar y Biomasa radicular en tomate.

En el Cuadro 7, se presentan los resultados de las variables altura, biomasa foliar y biomasa
radicular, en cada una de las cuales se observa diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos con respecto al testigo. En la variable altura de planta el tratamiento PI-002 y
TkT19 muestran valores superiores al testigo con diferencia estadistica entre ellos. En cuanto
a biomasa foliar todos los tratamientos difieren significativamente con el testigo, siendo los
aislados TkT19, TIL15, NZO2(s)V. En el caso de biomasa radicular los mejores tratamientos
fueron PI1-004, TIL15 y NZO2(s)V.

Cuadro 7. Efecto de aislamientos sobre altura, biomasa del follaje y biomasa de raices en
tomate, en condiciones de campo. Loja, 2017.

Biomasa foliar Blomasa
Tratamientos  Aislados. Altura (cm) radicular
(9) (@)
1 TIL15 71,02 AB 368,34 B 91,48 A
2 TatrL16 75,20 AB 235,41 GH 73.05C
3 TkT19 78,00 A 372,29 A 51.00 FG
4 ThLE26 77,53 A 222,14 H 68.78 D
5 TvirC27 69,18 C 268,23 EF 62.63 E
6 Pch-001 73,75 AB 243,20 G 52,28 F
7 Pch-002 76,05 B 270,99 E 44,45 H
8 NZO2(s)V 70,15 AB 353,57 C 82.68 B
9 PI-001 74,65 AB 121,097 56.03 F
10 PI-002 83,48 A 255,87 F 48.00 GH
11 PI-004 70,15 BC 323,87 D 96.48 A
12 T00 68,98 D 1825 1 39,28 |

Medias con letras iguales, no difieren significativamente, segun Tukey (p< 0.05)

En el cuadro 7, se observa que en cuanto a la variable altura los mejores resultados obtenidos
son los aislados PI1-002 con 83,48 cm y TkT19 con 78,0 cm, estos resultados se relacionan con
Duarte (2015) que al probar Paecilomyces sp y Trichoderma sp naranjilla obtuvo mayor

desarrollo de la planta a diferencia del testigo.

En la variable biomasa foliar se determind que los aislados mas efectivos y estadisticamente
diferentes fueron TkT19 con 372,2 g, TIL15 con 368,3 gy NZO2(s)V con 353,5 g, estos resultados

se asemejan a la investigacion realizada por Duarte (2015) que con el objetivo de reducir los
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niveles de infestacion de Meloidogyne javanica en el cultivo de naranjilla evaluaron el efecto
de aislados fungicos encontrando un efecto estimulante sobre los parametros morfoldgicos,
fisiologicos y productivos del cultivo. De la misma forma Chaves (2007) al probar Trichoderma
atroviride y Fusarium oxisporum para el control de Radophulus similis, encontré que estos dos
hongos ejercieron una actividad positiva sobre las plantas de banano presentando valores
mayores en las variables peso total de la planta, peso radical y longitud radical en

comparacion con las inoculaciones individuales y los testigos.

En la variable biomasa radicular entre los aislados de Purpureocillium spp., con el aislado PI-
004 (96,4 g), Trichoderma spp., con el aislado TIL15 (91,4 g) y Pochonia spp., con el aislado
NZO2(s)V (82,6 g), obtuvieron mayor peso, estos resultados se asemejan a la investigacion
realizada por Duarte (2015) que con el objetivo de reducir los niveles de infestacion de
Meloidogyne javanica en el cultivo de naranjilla evaluaron el efecto de aislados fungicos
encontrando un efecto estimulante sobre los parametros morfoldgicos, fisioldgicos y
productivos del cultivo. Barfios et al. (2010), que con el objetivo de reducir los niveles de
infestacion de Meloidogyne spp., en el cultivo de tomate de mesa evaluaron el efecto T. viride,
T. harzianum, melaza y gallinaza mostraron un efecto estimulante del 36,6 al 44,6 %, sobre

los parametros morfoldgicos, fisioldgicos y productivos del cultivo de tomate.
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4.1.3. Variables de Produccion y rendimiento por hectarea

En el Cuadro 8, se muestran las variables nimero de frutos/planta, Peso de frutos y
rendimiento/ha, en cada una de ellas se determinaron diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos, los mayores rendimientos presentaron el tratamiento TatrL16 seguido por

NZO2(s)V, el testigo obtuvo la produccion mas baja.

Cuadro 8. Efecto de aislamientos fangicos en la produccion de tomate, en condiciones de
campo. Loja, 2017.

Rend. proyectado/100

Trat. Aislados Peso Frutos/I_D,I/SO %  Pl/ha % Produccién/ha
de produccion (Q)

Kg/ha tn/ha
1 TIL15 849,0G 14285 28301,6 G 28,30 G
2 TatrL16 1279.0 A 14285 42632.4 A 42,2 A
3 TkT19 1024.2 D 14285 34139.1D 341D
4 ThLE26 735,7H 14285 245239 H 245H
5 TvirC27 9055 F 14285 30182.4 F 30,1F
6 Pch-001 992.6 E 14285 33083.3 E 330E
7 Pch-002 10449 D 14285 34828,7 D 348D
8 NZO2(s)V 1140,3B 14285 38008,7 B 38,8B
9 PI-001 930.1 F 14285 30182,4 F 31.0F
10 PI-002 11076 C 14285 36918,6 C 36,9C
11 P1-004 542.6 | 14285 18083.8 | 18,8 |
12 TOO 500,51 14285 16682,7 J 16,0J

Medias con letras iguales, no difieren significativamente, segun Tukey (p< 0.05)

En la variable rendimiento por hectarea se encontré que el aislado del genero Trichoderma
spp., con el aislado TatrL16, se alcanz6 una produccion de 42,2 t/ha, seguido por el aislado
NZO2(s)V con 38,8 t/ha que corresponde al género Pochonia spp., el testigo presentd los méas
bajos rendimientos con una produccién de 16,0 t/ha. Resultados que coinciden con Bafios et
al., (2010), que con el objetivo de reducir los niveles de infestacion de Meloidogyne spp., en el
cultivo de tomate de mesa evaluaron el efecto T. viride, T. harzianum, melaza y gallinaza
mostraron un efecto estimulante sobre los parametros productivos del cultivo de tomate,

resultando en rendimientos de 47.05, 46.56, 38.75 y 34.99 t/ha, respectivamente, con
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diferencias significativas sobre el testigo (26,81 t/ha). Ademas, se obtuvo incrementos en
la produccién superiores al 30 %. Por otra parte, Solano et al., (2014), al aplicar de varios
aislamientos autdctonos de los hongos Pochonia chlamydosporia y Purpureocillium lilacinum
en el control de Meloidogyne incognita en tomate, en condiciones de campo observé un
estimulo en las variables agronémicas nimero de frutos, masa de los frutos y rendimiento

agricola.

4.2. CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE EFECTIVIDAD DE LOS
AISLADOS EN EL CONTROL BIOLOGICO DE M. INCOGNITA Y LAS
VARIABLES AGRONOMICAS.

4.2.1. Correlacion entre los niveles de efectividad de los aislados de Trichoderma spp
y las variables agronémicas.

En el cuadro 9, se muestra los coeficientes de correlacion de Pearson, entre los niveles de
efectividad promedio de los aislados del género Trichoderma spp y las variables
agronomicas, destacando una correlacion positiva directa entre el indice de agallamiento
(IA) y la poblacién de Jz suelo y Jo raices; ademas se observa una correlacion positiva entre

la poblacion Jz suelo y Ja raices.

Cuadro 9. Correlacion entre niveles de efectividad de Trichoderma spp vy las variables
agrondmicas, en condiciones de campo. Loja, 2017.

Altura Biom foliar Produccion 1.A J2-Suelo
variables rp r p rp rp rp
Altura
Biom foliar 0,04 0,9404
Produccion 0,65 0,1663 0,63 0,1763
I.LA -0,67 0,1481 -0,10 0,8490 -0,26 0,6127
J>-Suelo -0,73 0,1001 -0,27 0,6036 -0,50 0,3174 0,97 0,0018
Jo-raices -0,35 0,4918 -0,14 0,7965 -0,17 0,7407 0,80 0,0567 0,79 0,0589

p*: Pearson p-valor (determinado por el programa). r: coeficiente de correlacion.

El analisis de correlacion para los aislados del género Trichoderma spp determiné que el

indice de agallamiento (IA) presentd una correlacion positiva directa y altamente

significativa con la poblacion de J. suelo (r=0,97; p=0,0018) y la poblacion Jz raices (0,80;
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p=0,0567), lo cual confirma los resultados del cuadro 5 y explica que el indice de
agallamiento de las raices es proporcional a la poblacién de inéculo Jz en el suelo, por lo
tanto, a menor poblacion de Jz en el suelo el indice de agallamiento es menor y viceversa.
La interaccion bioldgica entre los niveles de efectividad y la respuesta positiva de las
plantas tratadas confirma por una parte la accion parasitica de las especies nematofagas de
Trichoderma sobre larvas J, y huevos, y por otra parte explica la accion endofitica del
hongo el cual estimula el crecimiento del sistema radicular e incrementa niveles de
inmunidad contra el patégeno. Resultados que coinciden con Pérez et al. (2006) afirman
que Trichoderma spp., es un biorregulador efectivo contra nematodos del género
Meloidogyne por medio de sus toxinas e hifas. De igual manera Harman (2006) y Vinale
et al. (2008), informaron nuevos mecanismos con los cuales Trichoderma ejerce su accion
como antagonista y colonizador de las raices, como son la aceleracion del desarrollo del
sistema radicular que posibilita la tolerancia al estrés por parte de la planta, la solubilizacion
y absorcion de nutrientes inorganicos, estimulacion del crecimiento vegetal y la induccion
de la resistencia; mecanismos que actdan indirectamente sobre los patdgenos, ya que su
accion es elicitar o impulsar mecanismos de defensa fisiolégicos y bioquimicos en la

planta.

4.2.2. Correlacion entre los niveles de efectividad de los aislados de Pochonia
chlamydosporia y las variables agronémicas.

En el cuadro 10, se muestra los coeficientes de correlacion de Pearson, entre los niveles de
efectividad promedio de los aislados del género Pochonia chlamydosporia y las variables
agrondmicas, destacando una correlacion positiva entre la biomasa foliar y la produccion
y una correlacion negativa entre la biomasa foliar y el indice de agallamiento (IA); ademas,
se observa una correlacion positiva y altamente significativa entre el 1A y la poblacion J,

raices.
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Cuadro 10. Correlacion entre niveles de efectividad de Pochonia chlamydosporia y las
variables agronémicas, en condiciones de campo. Loja, 2017.

Variables Biomasa Foliar Produccién LA
r p r p r p
Biomasa foliar
Produccién 0,92 0,0801
LA -0,96 0,0396 -0,78 0,2223
J,- raices -0,8 0,2038 -0,50 0,5001 0,93 10,0670

*: Pearson p-valor (determinado por el programa) r: coeficiente de correlacion.

En el cuadro 10, se indica el andlisis de correlacion para los aislados de la especie
Pochonia chlamydosporia determind que la variable biomasa foliar presentd una
correlacion positiva y altamente significativa sobre la produccion (r = 0,92; p=0.0801) y
una correlacion negativa entre indice de agallamiento y la biomasa foliar (r= -0,96
p=0,0396) esto nos indica que el indice de agallamiento afecta a la biomasa foliar, lo que
explica que a menor indice de agallamiento mayor sera la biomasa foliar, ademas existe
una correlacion positiva entre la variable 1A y la poblacion de J. raices (r=0,93 p=0,0567).
Estos resultados se ven referenciados en el cuadro 5y 7 y explica que a mayor biomasa
foliar mayor sera el rendimiento en la produccion, al respecto de la variable 1A, a menor
poblacion de J; en raices el indice de agallamiento es menor y viceversa.

La correlacion bioldgica entre los niveles de efectividad de Pochonia chlamydosporia y el
desarrollo de las plantas tratadas demuestra que la accién parasitica de los aislados
nemato6fagos disminuyeron la poblacion de larvas J2 M. incdgnita en el suelo y de huevos,
lo cual se evidencid en la disminucién de los IA en las raices. Resultados que se relacionan
con los reportados por Carneiro et al., 2011; Arévalo et al., 2012; Viggiano et al., 2014, quienes
explican los mecanismos quimicos de penetracion, determinados por la actividad enzimatica
de tipo hidrolitica como las esterasas, proteasas de tipo serina, quitinasas y lipasas, que digieren

la cuticula del huevo y garantizan la efectividad infecciosa.
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4.2.3. Correlacion entre los niveles de efectividad de los aislados de Purpureocillium
lilacinus y las variables agronémicas.

En el cuadro 11, se muestra los coeficientes de correlacion de Pearson, entre los niveles de
efectividad promedio de los aislados del género Purpureocillium lilacinus y las variables
agrondmicas, destacando una correlacion positiva directa entre la produccion y el indice

de agallamiento (1A).

Cuadro 11. Correlacion entre variables del aislado y agronémicas, en condiciones de campo.

Loja, 2017.
Variables Biomasa Foliar Produccion LA
r p r p r p
Biomasa foliar
Produccion -0,74 0,2560
LA 0,07 0,9299 0,27 0,0271
J,- raices -0,17 0,8310 -0,44 0,7271 0,74 0,2605

*: Pearson p-valor (determinado por el programa) r: coeficiente de correlacion.

En el cuadro 11, se indica el andlisis de correlacion para los aislados de la especie
Purpureocillium lilacinus determind que la variable la produccion presentd una correlacion
positiva y altamente significativa entre el indice de agallamiento (r=0,27; p=0.0271). Estos
resultados se ven referenciados en el cuadro 5 y 7 nos indica que a menor indice de
agallamiento mayor produccién. Resultados que se relacionan con los referidos por Abd
Fattah et al., (2013) quien, en condiciones de campo, aplicando P. lilacinus sobre M.
incognita en tomate, determiné parasitismo en huevos, disminuyendo la nodulacién radical
y la poblacion de nematodos en el suelo, ademas de que se incrementaron los rendimientos

del cultivo.
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4.3. RECAPTURA Y EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE SOBREVIVENCIA
Y DE PARASITISMO DE LOS AISLADOS FUNGICOS EN CONDICIONES
IN VITRO.

4.3.1. Recaptura de P. lilacinus, P. chlamydosporia y de Trichoderma spp., en suelo.

En el cuadro 12, se observa las unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de suelo de
los tratamientos (aislados) recapturados, los cuales muestran diferencias estadisticas entre
ellos, destacando el tratamiento TvirC27 con una mayor cantidad de UFC, mientras que el testigo

no desarrollé UFC.

Cuadro 12. Unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de suelo a las 96 horas. Loja,

2017.

Tratamientos Aislado. UFC/96horas Uzgé?ode Especie identificada.
1 TIL15 2,50 AB 250,0 AB  Trichoderma longibrachiatum
2 TatrL16 2,08 AB 208,3 AB Trichoderma atroviride
3 TkT19 1,90 ABC  191,6 ABC Trichoderma koningii
4 ThLE26 0,83CD 83,3CD Trichoderma harzianum
5 TvirC27 283A 283,3 A Trichoderma viride
6 Pch-001 2,18 AB 216,6 AB  Pochonia chlamydosporia
7 Pch-002 2,68 AB 266,7 AB Pochonia chlamydosporia
8 NZO2(s)V 1,75 ABC 1750 ABC Pochonia chlamydosporia
9 PI-001 1,50 BC 150,0 BC Purpureocillium lilacinus
10 PI-002 1,93 ABC  191,7 ABC  Purpureocillium lilacinus
11 P1-004 0,23D 249D Purpureocillium lilacinus
12 TOO 0,00 E 00 E Testigo.

Medias con letras iguales, no difieren significativamente, segin Tukey (p< 0.05)

Segun los resultados del cuadro 12, se pudo evidenciar que el aislado TvirC27 presento el
mayor valor de UFC (283,3 UFC/qg), seguido por los aislados Pch-002 (266,6) y TIL15
(250,00 UFC/g). Resultados que coinciden con Arévalo et al (2012) quienes en plantaciones de
guayaba (Psidium guajava L.), evaluaron las actividades saprofitica y patogénica de tres cepas
de P. chlamydosporia frente a M. enterolobii, en una sucesion de cultivos tomate (Solanum
lycopersicum L.)- lechuga (Lactuca sativa L.), al finalizar el ciclo de los cultivos, seis meses

después de la aplicacion, se comprobé que la colonizacion de P. chlamydosporia se mantuvo
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en el orden de 10*UFC.g-1de suelo y mayor de 10°UFC.g-1 en las raices. El porcentaje de
colonizacién de estos hongos sobre las masas de huevos fue superior al 60% en todos los
tratamientos. Similares resultados de sobrevivencia observaron Sanchez de Prato et al (2016),
en un estudio sobre la efectividad del Trichoderma harzianum como biocontrolador de
nematodos de los géneros Meloidogynespp y pratylenchus spp., en fase de vivero del cultivo

de café (coffea arébica, L.).

4.3.2. Parasitismo de P. lilacinus, P. chlamydosporia y de Trichoderma spp en huevos
y larvas J2 de M incognita.

En el cuadro 13, se presentan las variables porcentaje de parasitismo en huevos y porcentaje
de parasitismo en Jp, con diferencias estadisticas entre los aislados recapturados y el testigo,
destacandose con mayor efectividad los aislados Pch-002 (H) ThLE26 (H) y PI-002 (J2). Anexo
17, Fig. 9.

Cuadro 13. Parasitismos en huevos y larvas J. de M. incognita, por tratamientos de hongos
nematofagos, en condiciones de campo. Loja. 2017.

parasitismo huevos

Tratamientos Aislado % parasitismo J2 %
1 TIL15 19,75 CDE 30,50 B
2 TatrL16 30,00 BCD 30,35 B
3 TKT19 575E 1,00C
4 ThLE26 43,25 AB 34,25 B
5 TvirC27 36,00 BCD 30,75 B
6 Pch-001 39,50 ABC 575C
7 Pch-002 60,00 A 550C
8 NZO2(s)V 41,00 ABC 6,75C
9 PI1-001 14,25 DE 7,00C
10 P1-002 34,50 BCD 46,75 A
11 P1-004 14,50 DE 0,00 E
12 T00 00E 0,00 E

Medias con letras iguales, no difieren significativamente, segun Tukey (p< 0.05)

Como se demuestra en el cuadro 13, los aislados del genero Trichoderma spp y Pochonia
chlamydosporia spp, fueron los que mejor resultado obtuvieron con un alto nivel de

parasitismo en huevos con un porcentaje de 43 % y 60 % respectivamente con respecto al
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testigo que presentd 0.0%, y el nivel de parasitismo en de larvas Jz, fue el aislado P.
lilacinus (PI-002) con un porcentaje del 46,7%. Resultados que concuerdan con Padilla et al.
(2014) al evaluar el parasitismo in vitro de 6 aislamientos de Trichoderma spp., obtuvieron
parasitismo entre 95 a 96%. De igual forma Arévalo et al (2012) en plantaciones de guayaba
(Psidium guajava L.), evaluaron las actividades saprofitica y patogénica de tres cepas de P.
chlamydosporia frente a M. enterolobii, y determinaron un porcentaje de colonizacion de
superior al 60% en todos los tratamientos, mientras que los porcentajes de parasitismo de
huevos estuvieron entre 45 y 55%. Por otra parte, Mendoza, (2010), realizé un estudio in
vitro utilizando Trichoderma asperellum e Hypocrea virens obteniendo parasitismos

mayores al 50 %.
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5. CONCLUSIONES.

Los aislados de los generos Trichoderma spp Yy Paecilomyces spp redujeron
significativamente los indices de agallamiento con valores de 3,25 y 3,75 con porcentajes de
efectividad de 63,9 y 58,4 respectivamente, respecto al testigo alcanz6 un grado 9,0 en la

escala de 10 grados de Bridge y Page (1981).

En las condiciones experimentales en las que se desarrollé la investigacion, ninguno de los
tratamientos controld totalmente a M. incognita, sin embargo, se logré reducir
significativamente las poblaciones de J2 en el suelo y raices, destacandose los aislados de
Purpureocillium lilacinum (PI-004) con un porcentaje de efectividad de 76.6%; mientras
que, en raices el asilado de Trichoderma viride (Tvir-C27) alcanzé una efectividad de
87.6%.

Los analisis de correlacién permitieron determinar una relacion positiva entre los
tratamientos que presentaron menores indices de agallamiento, menor poblacién de J> en
suelo y menor poblacion J2 en raices con los mayores valores de las variables agronémicas

y de la produccion.

Los ensayos de recaptura de los aislados de hongos nematofagos permitieron determinar
una gran variabilidad de supervivencia expresada en UFC por gramo de suelo y una gran
variabilidad de porcentajes de parasitismo en J2 y huevos, los cuales guardan relacion con

los niveles de efectividad en condiciones de campo.
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6. RECOMENDACIONES.

Los niveles de efectividad obtenidos en el ensayo en campo, con los aislamientos de los
géneros Purpureocillium, Pochonia, Trichoderma spp., permiten sugerir su utilizacion
como alternativa de control biol6gico del nematodo agallador M. incognita en condiciones

similares a las investigadas.

Monitorear nuevas zonas agroecolégicas que permitan incrementar la diversidad de
aislamientos flangicos que puedan ser probados como agentes de control bioldgico de

nematodos.

Realizar investigaciones que permitan extraer un bioproducto basado en aislamientos
de hongos antagonistas de género Meloidogyne incognita, de tal forma que permita entregar a
los productores de tomate un producto comercial estandarizado y que garantice altos

porcentajes de efectividad.
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9. ANEXOS.
Anexo 1. Escala de Bridge y Page, para el indice de agallas de Meloidogyne spp.

Diagrama del indice de agallas para el nematodo agallador
Cortesia de John Bridge y Sam Page (1980)
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2 — Solo agallas pequenas pero 3 — Algunas agallas visibles y 4 — Predomina las agallas
claramente visibles. Las raices grandes. grandes pero las raices
principales limpias. principales estan limpias.

5 — 50% de las raices afectadas. 6 — Agallado en las raices 7 — La mayoria de las raices
Agallado de algunas de las raices principales. principales agalladas.
principales. Sistema radical reducido.

8 — Todas las raices principales 9 — Todas las raices gravemente 10 — Todas las raices severamente
agalladas incluyendo la central. Se agalladas. Las plantas agalladas. No hay sistema radical.
observan pocas raices limpias. generalmente se estdn muriendo. Las plantas generalmente muertas.
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Anexo 2. Concentracion requerida para todos los Tratamientos. Loja, 2017.

Aislados Concentracién N° de esporas/g Sustrato/
Requerida de sustrato. planta (g)
TIL15 2x10 ®esporas/mL T. longibrachiatum 240963855 8,3
TatrL16 2x10 esporas/mL T. atroviride 221238938 9,04
TKT19 2x10 ®esporas/ mL T. koningii 330578512 6,05
ThLE26 2x10 %esporas/ mL T. harzianum 227272727 8,8
TvirC27 2x10 ®esporas/ mL T. viride 283687943 7,05
Pch-001 2x10 ° esporas/ mL Pochonia spp 396039604 5,05
Pch-002 2x10 ° esporas/ mL Pochonia spp 317460317 6,3
NZO2(s)V  2x10 °esporas/ mL Pochonia spp 232558139 8,6
PI-001 2x10 °esporas/ mL Purpureocillium spp 240963855 8,3
PI1-002 2x10 °esporas/ mL Purpureocillium spp 253164557 7,95
PI-004 2x10 °esporas/ mL Purpureocillium spp 210526315 9,49
Testigo Solo nematodos.

Anexo 3. Cuadro del efecto de los aislados flingicos sobre la formacion de agallas por M.

incognita en raices de tomate en condiciones de campo. Loja, 2017.

INDICE DE AGALLAMIENTO

BLOQUES

TRATAMIENTO  AISLAMIENTO — T Q TV MEDIA
T1 TIL15 54 54 3 35 43
T2 TatrL16 5 41 28 46 41
T3 TKT19 74 49 35 24 46
T4 ThLE26 49 22 21 43 34
T5 Tvirc27 72 53 32 53 53
T6 Pch-001 7 36 56 39 50
T7 Pch-002 54 53 26 26 40
T8 NZO2(s)V 72 2 36 44 43
T9 PI-001 46 52 38 37 43
T10 PI-002 7 46 54 58 57
T11 PI-004 34 56 25 31 37
T12 T00 87 85 9 9 88
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Anexo 4. Cuadro del efecto de los aislados fangicos sobre poblacidn de J2en 10 g de raices en
tomate. Loja, 2017.

POBLACION DE J; EN 10 g DE RAICES

BLOQUES
TRATAMIENTO  AISLAMIENTO i T Q T IV MEDIA
T1 TIL15 568,9 239,0 490,8 353,1 4129
T2 TatrL16 526,5 8881 4111 9100 6839
T3 TKT19 68,3 5715 97,3 9063 4108
T4 ThLE26 2056 108,8 1426 2120 167,3
T5 TvirC27 257,1 1544 743 1112 1493
T6 Pch-001 492,3 302,1 272,0 1957 3155
T7 Pch-002 682,5 300,1 234,8 3853 400,7
T8 NZO2(s)V 366,7 5135 749,1 5060 5338
T9 P1-001 5859 12798 837,1 7509 8634
T10 P1-002 283,2 2125 397,8 851,0 4361
T11 P1-004 2658 462,3 368,8 604,7 4254
T12 T00 1417,1 1662,6 8859 853,2 12047

Anexo 5. Cuadro del efecto de aislamientos de Trichoderma spp., sobre poblacion de J;en 100
cc de suelo en condiciones de campo. Loja, 2017.

J2 EN 100 cc DE SUELO

BLOQUES
TRATAMIENTO  AISLAMIENTO — T Q TV MEDIA
T1 TIL15 538 365 955 70,7 64,1
T2 TatrL16 257 413 536 1178 596
T3 TKT19 80,4 26,6 43,3 277 445
T4 ThLE26 50,3 49,3 453 567 504
T5 Tvirc27 1770 230 633 567 80,0
T6 Pch-001 483 522 574 665 56,1
T7 Pch-002 1768 69,8 1039 1116 1155
T8 NZO2(s)V 335 11,7 878 575 476
T9 PI-001 1704 31,7 523 27,7 705
T10 PI-002 88,8 305 539 21,2 486
T11 PI-004 624 146 398 316 371
T12 T00 2248 727 1681 1703 1590
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Anexo 6. Cuadro del efecto de aislados fungicos sobre la variable altura de plantas en tomate,
en campo. Loja, 2017.

ALTURA DE PLANTAS (cm)

BLOQUES
TRATAMIENTO  AISLAMIENTO i T Q n IV MEDIA
T1 TIL15 804 654 642 741 71,0
T2 TatrL16 76,5 851 782 61 75,2
T3 TKT19 814 778 704 824 78,0
T4 ThLE26 833 793 708 767 77,5
T5 TvirC27 751 641 732 643 69,2
T6 Pch-001 71,7 73,7 745 75,1 73,8
T7 Pch-002 772 751 747 77,2 76,1
T8 NZO2(s)V 655 63,7 751 76,8 70,3
T9 PI1-001 748 738 75 75 747
T10 P1-002 813 836 836 854 83,5
T11 P1-004 706 71,3 699 68,8 70,2
T12 T00 69,7 683 71 66,9 69,0

Anexo 7. Cuadro del efecto de los aislados fungicos, sobre la variable biomasa foliar de plantas
en tomate, en campo. Loja, 2017.

PESO BIOMASA FOLIAR (g)

BLOQUES
TRATAMIENTO  AISLAMIENTO i T Q i IV MEDIA
T1 TIL15 384,2 362,0 3550 3721 3683
T2 TatrL16 304,6 188,0 218,0 2310 2354
T3 TKT19 3894 367,3 3439 3886 3723
T4 ThLE26 196,7 2305 238,7 2226 2221
T5 TvirC27 257,0 279,3 2739 262,7 268,2
T6 Pch-001 239,8 246,0 252,2 234,77 24372
T7 Pch-002 2729 267,2 260,2 2836 271,0
T8 NZO2(s)V 360,5 351,7 336,6 3654 3536
T9 PI1-001 111,3 1333 1219 1179 1211
T10 P1-002 1854 1742 1720 1980 1824
T11 P1-004 332,2 3229 3233 317,2 3239
T12 T00 262,6 259,6 2686 232,7 2559
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Anexo 8. Cuadro del efecto de aislados fungicos sobre el peso de la biomasa radicular en
plantas de tomate, en campo. Loja, 2017.

PESO BIOMASA RADICULAR (g)

BLOQUES
TRATAMIENTO  AISLAMIENTO i T Q n IV MEDIA
T1 TIL15 788 815 501 518 65,5
T2 TatrL16 634 70,1 30,6 46,3 52,6
T3 TKT19 1005 66,7 495 331 62,4
T4 ThLE26 80,1 458 270 525 51,3
T5 TvirC27 1009 84,6 445 550 71,3
T6 Pch-001 77,5 520 622 503 60,5
T7 Pch-002 751 694 409 46,3 57,9
T8 NZO2(s)V 1111 488 29,6 511 60,1
T9 PI1-001 428 66,1 392 496 49,4
T10 P1-002 795 651 479 62,9 63,8
T11 P1-004 62,2 909 375 337 56,1
T12 T00 1058 1454 100,6 653 1043

Anexo 9. Cuadro del efecto de aislamientos de los aislados fungicos sobre la variable peso de
frutos en plantas de tomate, en campo. Loja, 2017.

PESO DE FRUTOS (g)

BLOQUES
TRATAMIENTO  AISLAMIENTO i T Q T IV MEDIA
T1 TIL15 849,1 8524 8439 8509 8491
T2 TatrL16 1279,3 1273,1 1288,5 12885 1279,0
T3 TKT19 1024,5 1021,0 1021,6 10216 7147
T4 ThLE26 7552 7182 7474 7222 7135
T5 TvirC27 8,98,6 903,7 907,2 912,6 905,5
T6 Pch-001 997,2 9926 9904 9900 992,5
T7 Pch-002 1050,7 10410 7215 7155 7598
T8 NZO2(s)V 1112,0 11470 7234 7401 780,2
T9 P1-001 930,8 9329 9259 9306 9301
T10 P1-002 1100,9 1111,3 1096,9 11213 11076
T11 P1-004 5222 5358 556,3 5559 5425
T12 T00 511,4 4970 5004 4932 5005
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Anexo 10. Cuadro del efecto de aislados fngicos sobre la variable parasitismo en huevos. Loja,

2017.
PARASITISMO EN HUEVOS
BLOQUES
TRATAMIENTO  AISLAMIENTO MEDIA
| Hm_ v (%)

T1 TIL15 138 204 278 175 19,9
T2 TatrL16 384 313 224 287 302
T3 TKT19 54 73 53 65 61
T4 ThLE26 546 380 473 332 433
T5 Tvirc27 309 426 387 305 357
T6 Pch-001 359 457 335 430 395
T7 Pch-002 1000 50,5 426 460 59,8
T8 NZO2(s)V 475 364 440 356 409
T9 PI-001 125 115 149 194 146
T10 PI-002 335 30,0 339 409 346
T11 PI-004 148 131 124 176 145
T12 T00 0 0 0 0 0

Anexo 11. Cuadro del efecto de aislados fungicos sobre la variable parasitismo en J,. Loja,

2017.
PARASITISMO EN J;
BLOQUES
TRATAMIENTO  AISLAMIENTO MEDIA
| I . v (%)

T1 TIL15 271 333 347 269 305
T2 TatrL16 332 309 268 297 301
T3 TKT19 17 00 18 00 0,9
T4 ThLE26 333 319 326 389 342
T5 Tvirc27 278 333 270 347 307
T6 Pch-001 50 44 74 74 6,1
T7 Pch-002 37 37 83 56 53
T8 NZO2(s)V 73 59 56 83 6.8
T9 PI-001 56 83 56 83 6,9
T10 PI-002 56 83 56 83 6,9
T11 PI-004 620 416 444 389 467
T12 T00 0 0 0 0 0
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Anexo 12. Cuadro UFC de aislados fungicos en condiciones de campo. Loja, 2017.

Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

BLOQUES
TRATAMIENTO  AISLAMIENTO I T Q T IV MEDIA
T1 TIL15 1,7 3,0 2,3 3,0 2,5
T2 TatrL16 1,3 2,3 2,7 2,0 2,1
T3 TKT19 2,0 2,0 2,3 1,3 1,9
T4 ThLE26 0,7 1,0 1,3 0,3 0.8
T5 TvirC27 4,0 2,3 3,0 2,0 2,8
T6 Pch-001 2,7 2,0 2,0 2,0 2,2
T7 Pch-002 3,7 2,7 2,3 2,0 2,7
T8 NZO2(s)V 2,0 1,7 2,0 1,7 18
T9 P1-001 1,7 13 1,0 2,0 15
T10 P1-002 2,0 1,7 2,0 2,0 19
Ti11 P1-004 0,3 0,3 0,3 0,0 0,3
T12 T00 0 0 0 0 0

Anexo 13. Reactivacion y masificacion de los aislados fungicos.

Figura 4. Reactivacion y masificacion de los aislados fungicos. a) Siembra de las cepas de
aislados fungicos TIL15. b) sustrato de arroz colonizado. Loja, 2017.
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Anexo 14. Preparacién de semilleros para la fase de campo.

ol

Figura 5. Preparacion de semilleros para la fase de campo. a) Preparacion de semillero. b)
plantulas de Solanum lycopersicum L. var. Caribe. Loja, 2017.

Anexo 15. Establecimiento del terreno en el ensayo en campo.

Figura 6. Establecimiento del terreno en el ensayo en campo. a) Trazado del terreno del ensayo
en campo. b) Aplicacion del patogeno en el suelo en el ensayo de campo y ¢) Mezcla
de los hongos nematéfago con M.O. Loja, 2017.
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Anexo 16. Establecimiento del ensayo en campo.

Figura 7. Cultivo de tomate de dos meses de edad. CBFT-Z, cantdn Paltas, Loja, 2017.

Anexo 17. Socializacion de resultados.

Figura 8. Dia de campo; socializacion de resultados obtenidos en el ensayo realizado, en el
CBFT-Z, cant6n Paltas, Loja, 2017.
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Anexo 18. Parasitismos de larvas J. y huevos de Meloidogyne incognita.

Figura 9. Parasitismos de larvas J, y huevos de Meloidogyne incognita. a) Parasitismo del
aislado PI-002 en J; de Meloidogyne incognita. b) Parasitismo del aislado Pch-002
en huevos de Meloidogyne incognita.
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