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PROSPECCION Y SELECCION DE AISLADOS DE Trichoderma spp. Y
Pochonia spp. PARA EL CONTROL BIOLOGICO DEL NEMATODO
AGALLADOR DE TOMATE EN CONDICIONES IN VITRO E INVERNADERO



RESUMEN
El nematodo formador de agallas (Meloidogyne incognita) constituyen una de las
plagas méas importantes que afectan el cultivo del tomate debido a las pérdidas
provocadas anualmente. Con el objetivo de reducir los niveles de infestacién de
esta plaga en el cultivo de tomate y aportar con alternativas amigables con el
ambiente, en el laboratorio de Sanidad Vegetal e invernadero del &rea
agropecuaria pertenecientes a la Universidad Nacional de Loja, se desarrollo el
presente trabajo de tesis, evaludndose el efecto parasitico de aislados nativos
del género Trichoderma y del género Pochonia obtenidos a partir de muestras
de suelo y raices de plantas de tomate en zonas productoras de la provincia de
Loja, los cuales fueron evaluados por su capacidad biocontroladora en huevos y
juveniles j» de Meloidogyne incognita. En condiciones in vitro, se realizé el
aislamiento y la evaluacion parasitica de 11 aislados nematofagos del hongo
Trichoderma spp. y 7 aislados del género Pochonia spp., en 3 concentraciones
conidiales de 107, 10% 10°. La evaluacion del bioensayo para Trichoderma spp,
permitio seleccionar 4 aislados con un parasitismo en huevos de 70 a 88.8% y
en larvas J> de 70% a 81.3%; mientras que el bioensayo para Pochonia spp., se
seleccionaron 4 aislados con un parasitismo en huevos del 70% a 90.8% y 14,7
a 50.3 en juveniles J.. Los estudios de caracterizacion morfologica determinaron
dos especies del género Trichoderma identificadas como Trichoderma
harzianum y Trichoderma viride y dos especies del género Pochonia conocidas
como Pochonia chlamydosporia var. catenulata y Pochonia chlamydosporia var.
chlamydosporia. En condiciones de invernadero, se evaluaron los aislados de
mayor efectividad parasitica en plantas cultivadas en macetas de polietileno,
inoculadas con 3000 J, de M. incognita y esporas fungicas de los aislados en 3
concentraciones conidiales de 108, 10% 10° en dos aplicaciones (2 dias después el
trasplante y 40 dias después de la primera inoculacion), que incidieron en la
reduccion del indice de agallamiento (Bridge y Page, 1980), reduccion de
poblaciones J> en suelo y raices, asi como en la expresion positiva de las

variables agronémicas.

Palabras clave: Trichoderma spp., Pochonia spp., Meloidogyne incognita,

biocontrol, tomate.
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SUMMARY
The gall-forming nematode (Meloidogyne incognita) is one of the most important
pests that affect the tomato crop due to the losses caused annually. With the aim
of reducing the levels of infestation of this pest in the tomato crop and provide
environmentally friendly alternatives, in the laboratory of Plant Health and
greenhouse of the agricultural area belonging to the National University of Loja,
the present work was developed of thesis, evaluating the parasitic effect of native
isolates of the genus Trichoderma and the genus Pochonia obtained from
samples of soil and roots of tomato plants in producing areas of the province of
Loja, which were evaluated for their biocontrol capacity in eggs and juveniles 2
of Meloidogyne incognita. Under in vitro conditions, the isolation and parasitic
evaluation of 11 nematophagous isolates of the fungus Trichoderma spp. and 7
isolates of the genus Pochonia spp., in 3 conidial concentrations of 107, 108, 109.
The evaluation of the bioassay for Trichoderma spp, allowed to select 4 isolates
with a parasitism in eggs of 70 to 88.8% and in J2 larvae of 70% 81.3%; while
the bioassay for Pochonia spp., 4 isolates were selected with parasitism in eggs
from 70% to 90.8% and 14.7 to 50.3 in juveniles J2. The morphological
characterization studies determined two Trichoderma species identified as
Trichoderma harzianum and Trichoderma viride and two Pochonia species
known as Pochonia chlamydosporia var. catenulata and Pochonia
chlamydosporia var. chlamydosporia Under greenhouse conditions, the most
effective parasitic isolates were evaluated in plants grown in polyethylene pots,
inoculated with 3000 J2 of M. incognita and fungal spores of the isolates in 3
conidial concentrations of 108, 109, 1010 in two applications (2 days after the
transplant and 40 days after the first inoculation), which affected the reduction of
the gill index (Bridge and Page, 1980), reduction of J2 populations in soil and

roots, as well as in the positive expression of the agronomic variables .
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incognita, biocontrol, tomato.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de tomate presenta limitantes en su produccién debido al ataque de
una gran diversidad de agentes nocivos entre estos, virus, bacterias, hongos,
insectos y nematodos (CAB International, 2007). Una de las plagas que mas
dafio causa al cultivo es el nematodo nodulador Meloidogyne spp., infesta mas
de 3000 especies de plantas ornamentales, frutales, cereales y horticolas como
el cultivo de tomate (Abad et al., 2003), deteriora sus raices, formando agallas o
tumores que afectan a los haces vasculares de la planta, impidiéndole la
absorcion de nutrientes y agua del suelo, ocasionando pérdidas econdmicas en
los cultivos (Argerich y Troilo, 2011).

En Ecuador, este complejo de plagas y enfermedades en el tomate produce una
reduccion en la produccion de hasta el 47 % y en el caso concreto de los
nematodos agalladores se han registrado pérdidas de hasta el 40 % en zonas
productoras de tomate en la region litoral y valles interandinos. En la provincia
de Loja los estudios de diagndstico realizados por Solano (2014) sobre
nematodos agalladores en 5 zonas productoras de tomate han determinado la
presencia Meloidogyne incognita (Kofoid & White) con altos indices de
agallamiento, en la escala de diez grados de Bridge y Page (1980), asi como
altas densidades poblacionales en suelos que van entre 2049 a 2746 J2 por 100

cm3 de suelo y en raices poblaciones entre 2010 a 2703 J2 en 10g de raiz.

Las estrategias de control mas utilizadas desde el siglo pasado, se han basado
en el uso de productos quimicos como el bromuro de metilo y el carbofuran, con
un significativo incremento en los costos de produccién, contaminacion del agua
y suelos e incluso dafios en la salud de las personas que lo utilizan, debido a su
alto poder residual (200 dias 0 mas), estos quimicos permanecen en el suelo
varios meses después de la cosecha (Nyczepir y Thomas, 2009; Becker y Van
Alfen, 2014; Rodriguez et al., 2014). En los ultimos 20 afios se han propuesto
varias alternativas al uso de los nematicidas, tales como semillas mejoradas,
medidas culturales y el control biolégico con hongos nematdfagos (Delgado,
2010; Castro et al., 2011)



El control bioldgico a través de antagonistas como algunas especies del género
Trichoderma poseen buenas cualidades por su versatilidad, adaptabilidad y facil
manipulacion, lo que ha permitido su utilizacién en el manejo de enfermedades
de plantas causadas por patdgenos del suelo (Bernal et al., 2000). De las
investigaciones revisadas, en Ecuador, se deduce un limitado uso de las
estrategias agrondémicas y biolégicas, en el manejo de nematodos fitoparasitos
y particularmente la provincia de Loja, existen escasos reportes de
investigaciones relacionadas con el control biolégico utilizando aislados nativos
de hogos con accién nematéfaga de los géneros Pochonia y Trichoderma
(Solano et al., 2014; Castillo y Medina, 2014; Duarte, 2015; Solano et al, 2017).

El presente trabajo investigativo se desarrollo bajo los siguientes objetivos:

v' Evaluar aislados nativos de los hongos nematéfagos Trichoderma spp., y
Pochonia spp., con altos niveles de parasitismo sobre M.

incognita (Kofoid & White) en condiciones in vitro.

v’ Seleccionar aislados nativos de los hongos nematéfagos Trichoderma
spp., Yy Pochonia spp., con altos niveles de parasitismo sobre M.

incognita (Kofoid & White) en condiciones de invernadero



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. EL CULTIVO DE TOMATE

El nombre cientifico del tomate Lycopersicon esculentum, Mill., se compone del
genérico de origen griego lykopersikon que significa planta de olor
desagradable; y su especie esculentum es un epiteto latino que significa
comestible, haciendo referencia a los frutos de esta planta. Tiene su centro de
origen en la regibn montafiosa, estrecha, y alargada los Andes bajos entre en
Peru, Ecuador, Chile y las islas Galapagos; las formas silvestres de “tomate
cereza”, Lycopersicon esculentum var. cerasiforme, originarias de Perd,
migraron a través del Ecuador, Colombia, Panamay América Central hasta llegar
a México, donde fue domesticado por el hombre; en la lengua nahua de México
era llamado tomatl, que sin lugar a dudas dio origen a su nombre actual (Jones
et al. 2001; Jaramillo et al. 2007; Bergougnoux, 2014)

El tomate es una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva como anual,
puede desarrollarse de forma rastrera, semierecta o erecta, y su crecimiento es
limitado en las variedades determinadas e ilimitadas en las indeterminadas
(Jaramillo et al. 2007). Existen dos tipos de cultivares de tipo determinado y de
tipo indeterminado, los determinados producen una inflorescencia junto con cada
hoja o cada dos hojas, suelen ser mas precoces y de porte bajo, terminando el
tallo en un racimo floral. Los de tipo indeterminado presentan inflorescencias mas
espaciadas. El tallo termina en una yema vegetativa, lo cual determina que la

planta continde creciendo de manera indefinida (Jaramillo et al, 2007)

Figura 1. Tipos de Crecimiento del Tomate: a) Tomate de crecimiento determinado;
b) Tomate de crecimiento indeterminado (Jaramillo et al.,2007)



La produccion mundial de tomate fresco Lycopersicon esculentum, Mill., en los
ultimos afos experimentd un crecimiento continuo, al elevarse de 76,3 millones
de toneladas en 1990 a 163,9 millones de toneladas en 2013, es decir, un
incremento promedio anual del 3,4%. (FAO, 2014).

Segun el MAG (2016) la produccion mundial de tomate rifion en el afio 2016 se
incrementd en 0.16% con respecto al afio 2015; dicha tasa refleja una
aceleracion constante en el crecimiento de la produccién mundial. Este
comportamiento incidi6 directamente en el nivel de exportaciones
internacionales, las cuales aumentaron 4%. El incremento de la oferta influy6 en

la disminucion de los precios mundiales (23%) con respecto al afio anterior.

Contrario a lo que ocurre con la produccion mundial de tomate rifién en el afio
2016 la produccion nacional decreci6 respecto al afio 2015, pasando de 62,989
a 51,190 toneladas. Dicha disminucion se debio a la variacion negativa, con
respecto al mismo periodo de la superficie cosechada. La disminucion de la
produccion no influyé en las exportaciones nacionales; ya que, subieron en 700%
con respecto al 2015. Al igual que en afios anteriores, no se reportaron
importaciones de tomate fresco; lo que se puede catalogar al Ecuador como un

pais autosuficiente en la produccion de tomate rifion. (MAG, 2016)

El precio Internacional promedio del tomate rifidn en los puertos de embarque de
estados unidos del afio 2016, disminuyé 23% con respecto al afio 2015,
ubicandose en 13,72 délares el precio del cartén de 25 libras. En el afio 2011 el
precio del tomate alcanzé el mayor precio de todo el periodo analizado, llegando
a 18.43 USD/carton 25Ib. La disminucion del precio del afio 2016 frente al de
2015 se debe al crecimiento de la oferta de los principales productores de tomate
rinén. (MAG, 2016)

El tomate es un alimento que forma parte de la canasta basica, siendo altamente
vulnerable a fluctuaciones de precios. El consumo per capita de tomate de mesa
en el Ecuador es de 5 kg por persona en el afio 2013 y se espera que aumente
debido a las nuevas tendencias de alimentacién, esta cifra es baja comparada
con otros paises sudamericanos; sin embargo, la industria agroalimentaria

necesita de materia prima abundante y de alta calidad. (SINAGAP, 2013)



2.2. EI NEMATODO AGALLADOR DE RAICES Meloidogyne incognita
2.2.1. Generalidades

El nematodo agallador de las raices, constituyen una plaga de importancia
economica en todo el mundo, especialmente en paises tropicales y
subtropicales, particularmente en las regiones de escasos recursos, en cultivos
de exportacion con limitaciones en el uso de nematicidas y las interacciones

patogénicas asociadas a otros microorganismos. (Moens et al., 2009)

A nivel mundial, las especies del género Meloidogyne provocan dafios en
plantaciones cultivadas tanto por los métodos tradicionales, como por las
tecnologias modernas (cultivos protegidos, hidropénicos, invernaderos y
organoponicos) con pérdidas de hasta 30%, debido a la susceptibilidad de los
cultivares empleados, la intensidad del cultivo y los factores ambientales (Arias
et al., 2009); en vegetales cultivados en condiciones de campo en zonas
tropicales, se han registrado pérdidas de 17-20 % en berenjena Solanum
melongena L., 18-33 % en melén Cucumis melo L., y de 24-33 % en tomate

Lycopersicon esculentum, Mill. (Arévalo, 2012)

Segun Hunt y Handoo (2009), las especies importantes por los dafos
econdmicos que provocan en diversas regiones del mundo son: M. incognita, M.
javanica (Treub) Chitwood, M. arenaria (Neal) Chitwood y M. hapla Chitwood, las
dos primeras son comunes en climas tropicales, M. arenaria es frecuente en
climas subtropicales y M. hapla en regiones templadas, aunque también puede
encontrarse en las regiones tropicales altas (Karssen y Moens, 2006). En
Ecuador se encuentran presentes las cuatro especies del género Meloidogyne
spp., (M. incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla). La especie mas
abundante con un 80% de incidencia es M. incognita, seguido de M. javanica
(Revelo, et al., 2007; Trivifio, 2010), la cual también fue identificada como
especie predominante en estudios taxondmicos realizados en zonas productoras

de la provincia de Loja. (Solano, 2014)

2.2.2. Morfologia de Meloidogyne incognita
Agrios (2010) menciona que los machos de Meloidogyne incognita., son
vermiformes y miden aproximadamente de 1,2 a 1,5 mm de largo por 0.30 a 0.36

mm de diametro. Las hembras tienen forma de pera y un tamafio aproximado de



0,40 a 1,30 mm de largo por un ancho de 0,27 a 0,75 mm, cada hembra deposita
aproximadamente 500 huevecillos en una sustancia gelatinosa que ella misma
produce. Kenneth (2008) sefiala que las hembras son de color blanco, con
cuellos alargados y delgados, estiletes bien desarrollados, perillas basales y los

machos son delgados, semejantes a gusanos.

2.2.3. Ciclo biolégico y parasitismo de Meloidogyne incognita

El ciclo biolégico 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; la primera etapa larvaria (J1) se desarrolla
en el huevecillo, sufre la primera muda y en la segunda etapa larvaria (J2) emerge

del huevecillo. (Moens et al., 2009)

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 elongacion de las raices, captadas por
organos sensoriales denominados anfidias (Karssen y Moens, 2006). La
migracion del J> sigue un patron de movimientos continuos de la cabeza
conjugados con periodos de introduccion del estilete e inyeccion de enzimas
durante todas las fases del parasitismo, se mueve intercelularmente por el
cilindro vascular hasta formar células gigantes o puntos de alimentacion
permanente que los tejidos forman en respuesta a las secreciones que el

nematodo inyecta. (Gheysen y Jones, 2006; Caillaud et al., 2008; Marin, 2012)

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. (Karssen 'y
Moens, 2006)



2.2.4. Dafos causados por Meloidogyne incognita

El principal sintoma son las agallas en las raices, formadas por el conjunto de
células gigantes como consecuencia de una hipertrofia e hiperplasia celular, al
formarse las células gigantes, los vasos de la xilema se bloguean e inducen la
multiplicacion de nuevas células corticales aumentadas en tamafio y numero,
produciéndose la agalla. El tamafio de la agalla esta relacionado con la planta
hospedante, nimero de juveniles Jz y la especie (Karssen y Moens, 2006). Una
vez establecidos en el sitio de alimentacién, los nematodos quedan atrapados
en el interior de las agallas. (Gheysen y Jones, 2006)

Los dafios radiculares afectan la absorcién de agua y nutrientes con el
consiguiente debilitamiento de la planta y disminucion del rendimiento en la
produccion, lo cual se manifiesta con sintomas foliares como: clorosis,
amarillamiento, enanismo, marchitez y muerte de la planta, los dafos
provocados por los nematodos agalladores en el sistema radicular por lo general
estdn asociados con otros agentes patdogenos como hongos y bacterias
formando complejos fitopatoldgicos que aceleran los procesos de infeccion y
pudricion de la raiz. (Agrios,2005; Moens et al., 2009; Arias et al., 2009; Becker
y Van Alfen, 2014)

Varias escalas son usadas para evaluar el indice de agallamiento, basadas en
el nimero de agallas, como la sugerida por el tamafio de las agallas y la
apariencia del sistema radical, la escala cualicuantitativa de 10 grados propuesta
por Bridge y Page (1980) la cual considera valores de 0 a 10: 0= raices sanas,
1-4= agallas sobre raices secundarias solamente, 5-10= agallas sobre raices

laterales (5, 50% de raices con agallas y 10, maxima infeccién).

2.2.5. Distribucion geogréafica de Meloidogyne incognita

Las especies del género Meloidogyne constituyen los nematodos patdégenos de
plantas de mayor importancia econdmica por su amplia distribucion mundial y
por el gran numero de hospederos que atacan (Bridge y Starr, 2007). El
nematodo agallador esta distribuido en todo el mundo, aunque ocurre con mayor

frecuencia en regiones con clima calido. (Moens et al., 2009)



2.3. MANEJO DE Meloidogyne incognita

De manera general, se reconocen cinco estrategias de manejo: legales,
guimicas, biolégicas, fisicas (solarizacién, vaporizacion, inundacion) y culturales
(rotacion de cultivos, cultivos de cobertura, cultivos trampa, cultivares
resistentes, biofumigacién/desinfestacion con materiales orgénicos, barbecho,
inversion del prisma). La estrategia de control mas utilizada por su accion
inmediata es el uso de nematicidas quimicos. (Delgado, 2010; Castro et al.,
2011; Nyczepir y Thomas, 2009; Mehta et al., 2014)

2.4. CONTROL BIOLOGICO DE Meloidogyne incognita

Una de las estrategias alternativas al uso de los nematicidas en los ultimos afios,
es el control biolégico, mediante el uso de microorganismos tales como
bacterias, virus, nematodos saprobioéticos y especialmente hongos nematofagos
identificados como agentes de control biolégico (ACB) por su capacidad de
reducir poblaciones de fitonematodos a niveles minimos de forma natural
(Timper, 2011; Singh et al., 2013; Mukhtar et al., 2013; Lopez et al., 2014).
Trichoderma spp. y Pochonia chlamydosporia son un enemigo importante de
nematodos en suelos supresores, De ahi su uso potencial para controlar plaga,
como estrategias de biogestion para el control los nematodos se deben
incorporar al suelo estos hongos partiendo de una profunda comprension de la
biologia del hongo, y la cuidadosa seleccién y combinacion del biotipo aislado
del hongo con cultivares seleccionados de plantas hospederas que son menos
susceptibles o resistentes al nematodo y soportan un crecimiento extenso.
(Lépez et al., 2014)

Los hongos que podrian soportar el crecimiento en la rizosfera y/o un
comportamiento endofitico deberan ser considerados, desde la perspectiva
ecolégica por su interaccion con el microbiota residente (por ejemplo, la
competencia, la depredacion y el parasitismo de otros macroorganismos),
incluidos los patégenos no diana*, y otros posibles agentes de control biolégico,
asi como su respuesta a pesticidas quimicos 0 no quimicos. Se necesita mas
informacion sobre las capacidades multitroficas del hongo, incluido el efecto o la
funcién que los aislamientos de suelo pueden tener sobre la sostenibilidad de los

agroecosistemas.

*Patdgeno no diana: patdgeno que no es objeto de estudio.
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También hay una necesidad de desarrollar la capacidad de infraestructura para
seguir el establecimiento, la dindmica y si es posible, la epidemiologia del hongo

en el suelo y la rizosfera. (Lopez et al., 2014)

2.4.1. Trichoderma spp. como agente biocontrolador de nematodos

2.4.1.1. Caracteristicas generales de Trichoderma spp.

Las diferentes especies del género Trichoderma spp., se caracterizan por ser
hongos sapréfitos, sobreviven en suelos con diferentes cantidades de materia
organica, siendo capaces de descomponerla, bajo ciertas condiciones pueden
ser anaerobios facultativos, lo que les permite mostrar una mayor plasticidad
ecoldgica. Las especies de Trichoderma se encuentran presentes en todas las
latitudes. Esta distribucion tan amplia y su plasticidad ecolégica estan
estrechamente relacionadas con la alta capacidad enzimatica que poseen para
degradar sustratos, un metabolismo versatil y resistencia a inhibidores
microbianos (Samuels, 2010). Trichoderma tiene la capacidad de producir
diversos metabolitos siendo capaz de adaptarse a diversas condiciones
ambientales y sustratos, convirtiéndolo en uno de los agentes fungicos utiles en
la industria biotecnologica. La capacidad de Trichoderma depende de la
especificidad de la especie, de la cepa y de sus modos de accion; existen
aislados mas eficientes para el control de un patégeno que de otro; por tal motivo,

evaluar la especificidad cobra gran importancia. (Martinez y Reyes, 2008)

El género Trichoderma es uno de los hongos que se encuentra cominmente en
suelos de diferentes clases texturales y contenidos minimos de materia organica,
aportando de manera natural a los rendimientos agricolas, por su gran capacidad
para producir diferentes tipos de enzimas que estimulan las respuestas de
defensa de las plantas, la tolerancia al estrés biotico y abidtico y promueve el

crecimiento vegetal. (Singh et al., 2014)

2.4.1.2. Taxonomiadel género Trichoderma spp.

Los estudios taxondmicos de este género se inician con Persoon (1794), quien
describid el género Trichoderma por primera vez, y adn se continla trabajando
en esta descripcion. El género Trichoderma se ubica en la clase Hyphomycetes,

orden Moniliales, familia: Moniliaceae. su fase sexual (estado Teleomorfo) se



encuentra ubicado en la clase Ascomycetes, serie Pyrenomycetes, orden
Hypocreales, género Hypocrea (Druzhinina & Kubicek, 2005; Samuels et al.,
2006, 2010). Las especies del género Trichoderma son un grupo de derivados
clonales del género Hypocrea que han perdido la capacidad de completar un

ciclo sexual.

Segun Samuels (2006), “Trichoderma spp. se clasifica como un hongo
anamorfico. El estado teleomorfo se ha detectado en pocas especies”. En este
sentido se han identificado: Hypocrea lixii Chaverri como el estado teleomorfo de
Trichoderma harzianum Rifai, Hypocrea atroviridis Dodd como el teleomorfo de
Trichoderma atroviride P.karst e Hypocrea virens Kullnig Gradinger como el
teleomorfo de Trichoderma virens (Miller, Giddens & Foster) (Hjeljord y Tronsmo,
1998; Chaverri et al.,2003; Dodd et al., 2003). Las especies antes mencionadas
se utilizan ampliamente como agentes de control biolégico. (Monte, 2001)

2.4.1.3. Caracteristicas morfoldgicas de Trichoderma spp.

La mayoria de las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco, que
se tornan a verde oscuro o amarillento, con esporulacién densa (Samuels, 2010).
El micelio es ralo en su mayoria, y visto al microscopio es fino, los conidioforos
son ramificados, parecen un arbol pequefio. Los mismos se presentan como
penachos compactados que forman anillos con un sistema de ramas irregular de
manera piramidal, estos terminan en fiadlides donde se forman las esporas
asexuales o conidios, de gran importancia para la identificacion taxonémica a
nivel de especies. Los conidios aseguran las generaciones del hongo durante
gran parte del periodo vegetativo de las plantas (Samuels, 2006, 2010). “Son
haploides y su pared esta compuesta por quitina y glucanos” (Harman,2003).
Ademas de los conidioforos, estas se pueden producir sobre fialides que
emergen directamente del micelio. Gran parte de las especies de Trichoderma
presentan clamidosporas, las cuales pueden ser intercalares y en ocasiones
terminales. Las clamidosporas toleran condiciones ambientales adversas, son
estructuras de sobrevivencia y permiten que el hongo pueda perdurar a través

del tiempo. (Samuels, 2006)
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2.4.1.4. Mecanismos de accion de Trichoderma spp.

El género Trichoderma posee diferentes modos de accién, entre estos se
encuentran: antibiosis, competencia (por espacio y nutrientes), micoparasitismo,
desactivacion de enzimas de los patdgenos y otros (Harman,2000). Por su parte,
Harman (2006) informa nuevos mecanismos con los que Trichoderma ejerce su
accion como antagonista y colonizador de las raices, estos son: aceleracion del
desarrollo del sistema radicular que posibilita la tolerancia al estrés por parte de
la planta, solubilizacién y absorcién de nutrientes inorganicos, estimulacion del

crecimiento vegetal, induccién de resistencia.

a) Antibiosis
Los metabolitos con actividad antifangica secretados
por Trichoderma constituyen un grupo de compuestos volatiles y no volatiles,
muy diverso encuanto a estructura y funcibn. Muchas cepas
de Trichoderma producen estos metabolitos secundarios, algunos de los cuales
inhiben otros microorganismos, con los que no se establece contacto fisico y
estas sustancias inhibitorias fueron consideradas antibiéticos (Hjeljord y
Tronsmo, 1998). “Se identificaron compuestos del tipo de las alquil-pironas (6-a-
pentil-pirona), isonitrilos (isonitrina), poliquétidos (harzianolida), peptabioles
(trichodermina, atroviridina, alameticina, suzucacilina y
trichozianina), dicetopiperacinas (gliovirina y gliotoxina), sesquiterpenos (acido
heptelidico) y esteroides (viridina)” (Howell,2003). Recientemente, Vinale et al.
(2006), caracterizaron un grupo de metabolitos secundarios (azapilona,
butenolide, 6-pentil-4-pirona, 1-hidroxi-3-metil-antraquinona, 1,8-dihidroxi-3-
metil-antraquinona, koninginina, &cido heptelidico, trichoviridina, acido
harzianico, gliotoxina, gliovirina, viridina, viridiol) obtenidos de interaccidén entre

R. solani y dos cepas comerciales (T22 y T39) de T. harzianum.

Con relacién al efecto de Trichoderma sobre nematodos se notificé que las
guitinasas y proteasas de Trichoderma spp. que son muy similares a las de los
hongos nematéfagos que poseen potencial para atacar estos invertebrados
(Morton y Hirsch, 2004). El proceso parasitico y el efecto de las enzimas y
metabolitos de Trichoderma sobre nematodos pueden ocurrir en el suelo, en el

interior de las raices o sobre la superficie de estas. (Morton y Hirsch, 2004)
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b) Competencia

La competencia constituye un mecanismo de antagonismo muy importante. Se
define como el comportamiento desigual de dos o mas organismos ante un
mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando la utilizacion de
este por uno de los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible para
los demas. Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las caracteristicas del
agente control biolégico como plasticidad ecoldgica, velocidad de crecimiento y
desarrollo, y por otro lado por factores externos como tipo de suelo, pH,
temperatura, humedad, entre otros. (Samuels, 1996; Hjeljord y Tronsmo,1998;
Pérez, 2004)

La competencia por nutrientes puede ser por nitrogeno, carbohidratos no
estructurales (azucares y polisacaridos como almidén, celulosa, quitina,
laminarina, y pectinas, entre otros (Durman et al.,2003). La competencia por
sustrato o espacio depende de: si el sustrato esta libre de patégenos (sustrato
estéril) o si hay un microbiota natural. En el primer caso, la velocidad de
crecimiento del antagonista no determina la colonizacion efectiva de los nichos,
sino la aplicacion uniforme del mismo en todo el sustrato. Sin embargo, en el
segundo caso la velocidad de crecimiento, conjuntamente con otros de los
mecanismos de accion del antagonista, es determinante en el biocontrol del

patégeno y colonizacion del sustrato. (Durman et al.,2003)
c) Micoparasitismo

Este es un proceso complejo en la interaccion antagonista-patdégeno, que ocurre
en cuatro etapas. (Harman, 2000; Howell,2003; Woo et al., 2006)

a)Crecimiento quimio trofico, donde Trichoderma puede detectar a distancia a
sus posibles hospedantes, b)reconocimiento, debido una alta especificidad del
antagonista por su sustrato (Hoyos et al, 2008) c)adhesion vy
enrollamiento, ocurre por la asociacion de un azucar de la pared del antagonista
con una lectina presente en la pared del patdgeno Chet (1998) d) y actividad
litica, por la produccién de enzimas liticas extracelulares, fundamentalmente

quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes celulares del
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patdgeno y posibilitan la penetracion de las hifas de Trichoderma (Kiglk &
Kivang, 2004). El micoparasitismo concluye con la pérdida del contenido
citoplasmatico de la célula hospedante, mostrando sintomas de disgregacion
(Nico et al., 2005). Diferentes interacciones hifales estan involucradas en el
micoparasitismo, tales como: enrollamiento, penetracion, vacuolizacion,
granulacién, coagulacién, desintegracion y lisis. En el parasitismo a nivel
microscépico no todas estas interacciones son siempre observadas, pues al
parecer dependen del aislado, de la especie de Trichoderma, del patégeno y de
las condiciones del ambiente. (Nico et al., 2005).

d) Desactivacion de las enzimas de patdogenos y estimulacion del

crecimiento vegetal

La desactivacion de los factores de patogenicidad de Trichoderma contra
hongos fitopatégenos constituye un mecanismo de antagonismo indirecto poco
estudiado. Se sabe que T. harzianum (T39), secreta una proteasa que degrada
las enzimas que utiliza B. cinerea para atacar la pared celular de las plantas
Harman (2000), mientras que T. viride es capaz de producir a-glucosidasa para
degradar una fitotoxina de R. solani (Howell, 2003). Se piensa que el potencial
enzimatico de Trichoderma para detener el proceso infeccioso de los patdgenos
es mucho mayor, pues este controlador bioldgico secreta mas de 70 metabolitos,
entre ellos sustancias estimuladoras del crecimiento y desarrollo de las plantas
(Howell, 2003). Entre las enzimas, se considera fundamental la b-1,3 glucanasa,
estrechamente relacionada con la degradacién de la pared celular de patdégenos.
(Sanz et al., 2005)

Se evidenci6 una correlacion positiva entre la secrecion de b-1,3 glucanasa y N-
acetylhexosaminidasa con la capacidad controladora de aislamientos

de Trichoderma. (Larralde-Corona et al., 2008)
e) Induccién de resistencia

Estudios recientes a niveles celular y molecular explican la diversidad de vias y
mecanismos de accion de este hongo, segun Harman et al. (2004), se descubrid,

gue algunas cepas de Trichoderma pueden activar un mecanismo de defensa en
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las plantas, conocido como Induccidén de Resistencia Sistémica (por sus siglas
en inglés IRS). Esto supone que puedan controlar a patdgenos distantes del
lugar donde se encuentra fisicamente el antagonista. Prueba de ello, fue que la
colonizacion de las raices de pepino con T. asperellum, indujo resistencia
a Pseudomonas en el follaje (Shoresh et al., 2010). Registrandose también
evidencias de este modo de accion frente a nematodos (Shoresh et al.,2010).

2.4.1.5. Especies del género Trichoderma reconocidas como
biocontroladores de Meloidogyne incognita

Segun Sharon et al. (2007) algunas especies como Trichoderma harzianum, T.
asperellum, T. viride y T. atroviride, parasitan a diferentes estadios de nematodos
agalladores. Estudios taxonomicos de aislados de Trichoderma obtenidos en
zonas productoras de tomate de la provincia de Loja, refieren 2 especies nuevas,
con accion nematoéfaga T.longibrachiatum y T. koningii (Solano, 2014). Las
especies nematéfagas de Trichoderma tienen la capacidad de envolver al
nematodo con su micelio, producen quitinasas que degradan la cuticula del
nematodo y metabolitos que actian como nematicidas; por ejemplo, T.
harzianum parasita juveniles por accion de los metabolitos téxicos que produce
y parasita huevos por accion de las quitinasas (Yang et al., 2012). Ademas, se
ha demostrado que las especies de este género son capaces de colonizar las
raices del tomate en forma enddfita (Sikora et al., 2008). Induce resistencia a
nematodos y otros patdégenos en las raices, lo cual permite hablar de tres
mecanismos de control biolégico: antibiosis, competencia, parasitismo o lisis.
(Kaewchai et al., 2009; Gonzalez et al., 2010)

2.4.2. Pochonia spp., como agente biocontrolador de nematodos

2.4.2.1. Caracteristicas generales del género Pochonia

Hace mas de 50 afios el género Pochonia fue descubierto por micoélogos
brasilefios Batista y Fonseca (1965), basandose en P. humicola aislada del suelo
en el noreste de Brasil. Décadas mas tarde, se not6 que este taxdn se habia
descrito mucho antes y asignado al género Verticillium, bajo el nombre de V.
chlamydosporia, basado en las caracteristicas morfolégicas y moleculares, V.
chlamydosporia se transfiri6 a Pochonia (Zare et al., 2000; 2001). Actualmente,

el género Pochonia comprende una sola especie dividida en cinco variedades.
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Debido a su potencial como agente de biocontrol y su aparicion en todo el
mundo, P. chlamydosporia var. Chlamydosporia ha sido el taxdn méas estudiado

en el género. (Manzanilla & Lopez, 2017)

Pochonia chlamydosporia tiene un estilo de vida multitroéfico, se comporta como
un saprofito, un parasito y un endofito, asociado a la rizosfera, la | cual esté sujeta
a modificaciones resultantes de las interacciones de la planta y su entorno. Por
lo tanto, este agente de control biolégico necesita establecer interacciones
especificas con su anfitrion y también requiere plasticidad fenotipica para lidiar
con la competencia de otros organismos (Manzanilla & Lopez, 2017).

Estudios realizados con aislamientos de esta especie se reconocen los de la
cepa IMI SD:187 de Pochonia chlamydosporia var. catenulata, la cual ha
demostrado reducir la infestacion de este nematodo en sistemas de produccion
comercial en Cuba (Kerry,2004). Crece facilmente in vitro, algunos aislamientos
son competidores de la rizosfera y virulentos; producen esporas de resistencia y
sobreviven en el suelo; su eficacia depende de las densidades de nematodos y
de la planta hospedante (Kerry, 2004). Ademas, se ha demostrado su
importancia como parasito facultativo de huevos de nematodos formadores de
quistes (Globodera spp., Heterodera spp.) y agalladores (Meloidogyne spp.)
(Kerry, 2004; Hidalgo, 2013).

2.4.2.2. Clasificacion taxonémica.

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

- Reino: Fungi

- Phylum: Deuteromycota
- Clase: Hyphomycetes

- Género: Pochonia

- Especie: Pochonia chlamydosporia

En el dltimo tratamiento taxondmico de Pochonia (Seifert et al., 2011), se
describe como “Un género de anamorfos dimérficos para especies con aspecto
de Verticillium. conidioforos y, a menudo, dictychlamydosporas ". Las esporas

presentan las siguientes tipologias: a) anamorfo [morf asexual] presenta espora
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ameroconidia (aseptada), hialina, viscosa,; b) anamorfo con dictyochlamydospora
acechada, hialina. Una clamidiospora, se define como “de pared gruesa,
resistente, persistente, no siendo liberada por un mecanismo de dehiscencia
(Seifert et al., 2011). Claramente, hay una considerable ambigledad, y aqui se
sugiere que un compromiso de trabajo seria adoptar el dimorfo, terminologia

para los dos morfos asexuales. (Seifert et al., 2011)

2.4.2.3. Caracteristicas morfolégicas Pochonia

Las colonias de Pochonia chlamydosporia en agar son de color blanco o
blanquecino a amarillo ocre y algodonoso. Es un hongo de crecimiento
relativamente lento que alcanza hasta 0,3 cm por dia segun la incubacion
temperatura ambiente. (Kerry, 2004)

Los conidioforos son postrados y pequefios diferenciados de hifas vegetativas o
erectas, verticiladas o solidas. Los conidios se adhieren para formar cabezas o
cadenas globosas de esporas mucoides. (Kirk et al. 2008)

Las clamidosporas (dictyochlamydospores) son de forma variable, formadas en
tallos cortos, o menos diferenciados y sin tallo. Las clamidosporas son
comunmente una estructura en reposo del hongo Kirk et al. 2008) se sabe que
se forman solo en la fase sexual del hongo.

La esporulacion puede ser controlada por interruptores genéticos activados por
factores ambientales, las esporas (conidios y clamidosporas) germinan en el
suelo dando lugar a propagulos. El conidio individual tiene un nucleo, sin
embargo, durante la germinacion, el conidio puede dar la impresién de tener dos
nucleos Los conidios en germinacion producen un tubo germinativo que crece y
da lugar a hifas. (Manzanilla & Lopez, 2017).

Presenta conidiéforos erectos, con ramificacion verticilada, presentando una
protuberancia en forma de mazo en la punta del conidiéforo que sostiene una
sola espora; fidlides cilindricas de 15 — 30 um de longitud en forma de espiral de
3 a b. Fialosporas hialinas, de 2 -5 x 1,5 - 2 um de diametro, ovoides ligeramente
cilindricas, de paredes lisas. Aleuriosporas muy comunes, que presentan de 4 a
9 celdas globulares de paredes gruesas, miden de 15-30 x 10 a 20 um,
muriformes, ligeramente lobulados, con contenido granular, que nacen sobre

ramificaciones laterales cortas de 15 — 30 cm de longitud, son muy persistentes.
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El micelio maduro completamente cubiertos de aleuriosporas, llegando a
presentarse polvoso de color crema u ocre. (Manzanilla & Lopez, 2017).

2.4.2.4. Mecanismos de acciéon de Pochonia

Los eventos involucrados en el parasitismo por Pochonia comprenden adhesién,

penetracion y colonizacion:

a) Adherencia

La adhesién es un paso critico en el proceso de infeccion que permite al hongo
ganar apoyo para el parasitismo exitoso y, en Ultima instancia, para su
supervivencia. Pochonia produce glucoproteinas que son responsables de la
adhesion de conidios e hifas a los huevos (Lopez-Llorca et al. 2002). Estos
metabolitos ayudan a la fijacion del tubo germinal de esporas o la hifa al sustrato,
al mismo tiempo que ofrece proteccion contra la desecacion. En general, el
proceso de adhesion comienza en un ambiente humedo, sugiriendo que las
sustancias adhesivas pueden ser insolubles en agua. El desarrollo del tubo
germinal de hongos y su diferenciacion, especialmente la formacién del
apresorio puede ocurrir en respuesta a sefales de superficie; incluso dureza,
hidrofobicidad y topografia. (Tucker y Talbot, 2001)

b) Penetracion

Pochonia produce apresoriosy secreta enzimas extracelulares para la
penetracion del huésped, es decir, la misma estrategia utilizada por
entomopatdégenos y hongos patdgenos de plantas. Esta similitud en los
mecanismos de patogénesis puede explicar por qué la homologia genética entre
P. chlamydosporia y el hongo entomopatdogeno Metarhizium (Larriba et
al., 2014). Los procesos que regulan la fuerza mecéanica utilizada por el apresorio
de Pochonia para penetrar en la cascara de huevo aun no se han determinado,
pero la secrecion de enzimas juega un papel importante en la superacion de la

membrana vitelina y la exposicion de la capa de quitina (fig. 2)
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Figura 2. Reconstruccion esquematica de una seccion transversal de la cascara
de huevo de nematodos parésitos de plantas (Manzanilla & Lopez, 2017).

Los procesos fisicos y quimicos trabajan juntos para la penetracion del tubo
germinal en el huevo (Lopez-Llorca et al., 2002; Manzanilla-Lopez et al., 2011).
Los apresorios pueden desarrollarse en la punta y laterales de los tubos

germinales, asi como en las hifas terminales de Pochonia (Fig. 3)
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Figura 3. (A, B) Micrografia de microscopia electrénica de crio-barrido que
muestra una apresorio (flechas) de Pochonia chlamydosporia en la superficie de
los huevos de Meloidogyne incognita 24 h después de la inoculacién (Manzanilla

& Lopez, 2017).

Esto fue reportado por primera vez (Lépez-Llorca y Claugher,1990; Lopez-Llorca
y Robertson 1992a; Segers et al., 1996). La morfologia y el numero de
apresorios formados dependen del huésped del nematodo. Por ejemplo, en la
superficie del huevo de Meloidogyne incognita hay apresorios mas numeros y
mas grande que en los huevos de Globodera rostochiensis. (Manzanilla-Lopez,
2017)
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c) Colonizacién

Tras la penetracion, el hongo coloniza los tejidos del huésped para obtener
nutrientes. Una vez adentro aumenta su capacidad reproductiva. Pochonia
chlamydosporia utiliza los azucares disponibles en el huevo como fuente de
carbono. La trehalosa, por ejemplo, es una Charide cominmente encontrado en
la cascara del huevo en los juveniles, que juega un papel importante en la
proteccién de nematodos contra la desecacion y que se asocia con anhidrobiosis
y el mantenimiento de la latencia juvenil (J2) de segunda etapa dentro de la
cascara del huevo (Yen et al., 1996; Wharton, 2011). Pochonia chlamydosporia
coloniza tanto los huevos como los embriones, asi como Jz dentro de los huevos
(Nasu, 2013). El hongo también parasita a las hembras y coloniza las células de
alimentacion especializadas de nematodos endoparasitarios sedentarios que

acumulan nutrientes vegetales. (Nasu, 2013)

2.5. AISLAMIENTOS DE HONGOS

2.5.1. Aislamiento de hongos a partir de mazas de huevo

Taylor y Sasser (1973) describe una metodologia para la extraccion de mazas
de huevo a partir de raices agalladas, que consiste en el lavado y desinfeccion
con hipoclorito de sodio al 1 %, por sumersion de 2 a 3 minutos, y enjuague con
agua destilada estéril. En la raiz agallada se realizan cortes transversales y se
extraen masas de huevos de Meloidogyne spp. con ayuda de una aguja de
diseccion y bajo un estereoscopio a 45X, las cuales se colocan en un tubo
eppendorf con 0.5 mL de agua agarizada al 0,005 % y se maceran con un émbolo
metélico durante un minuto para la liberacién de los huevos, hasta obtener una

suspension aproximada de 1 000 huevos/mL.

Solano (2014), sugiere una metodologia para la purificacion de estos hongos a
partir de la suspensién agua-nematodos, tomar alicuota de 0,15 mL y sembrar
en cajas de Petri con medio de cultivo AAA (Agar 18 g, Agua 1 000 mL y
Antibioticos: 50 mg sulfato de estreptomicina, 50 mg de tetraciclina y 50 mg
cloranfenicol), regulado a pH 5,8. Las cajas se incubadas a 25°C x1°C. Se
realizan observaciones de parasitismo a las 24 horas y 48 horas, bajo el

microscopio invertido.
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2.5.2. Aislamiento de hongos nematéfagos en muestras de suelo

Para el aislamiento de hongos a partir de muestras de suelo proveniente de la
zona de la rizosfera de plantas muestreadas infestadas por Meloidogyne
incognita, se recolecta 20 submuestras por cada plantacion, las muestras se
deben homogenizar para obtener una sola muestra representativa, se toma 10
g de suelo en un vaso de precipitacion y se aforo con 90 ml de agua estéril para
formar una dilucién madre 1:10, de la cual se realizaron diluciones seriadas de
1:100, 1:1000 y 1:10000 (Burges, 1960). De cada dilucion se toma una alicuota
de 1 mly se procede a la siembra en medio PDA, incubadas a 25°C + 1°C.

2.6. PROPAGACION DE HONGOS NEMATOFAGOS

En la actualidad existen diversas tecnologias para la produccion de un
bioplaguicida a partir de hongos, esta produccion involucra la eleccion de
medios liquidos y sdlidos, apropiados para el buen desarrollo el hongo, con la
finalidad de obtener un biopreparado que brinde un producto de maxima eficacia
en condiciones de campo mayormente. Las técnicas de produccion mas usadas
son a partir de soportes soélidos, en cultivos liqguidos sumergidos o combinaciones
de ambos. Estos métodos se consideran generalmente artesanales o

semiartesanales atendiendo al nimero y tipo de manipulacién.

Cada método tiene ventajas y desventajas, lo mas importante es la calidad del
producto final y su factibilidad tecnologica y econdmica (Fernandéz-Larrea,
2001). El proceso de produccion semi-industrial, el mas utilizado, se realiza en
varias fases, que van desde la obtencién del cultivo puro hasta la formulacién del
producto, en general el proceso esta organizado en dos etapas, la etapa de
cepario y la etapa de produccion masiva de inéculo, para lo cual se debe contar
con un buen aislamiento que mantenga su virulencia y homogeneidad,
conservadas cuidadosamente en un medio de cultivo adecuado (Marquez y
Solano, 2017). El medio liquido debe estimular un rapido desarrollo micelial el
cual se utiliza para inocular el substrato sélido (Jenkins et al., 1998). Debe
contener fuentes de carbohidratos que le suministran energia y nitrdgeno en
forma de proteinas o aminoacidos, los cuales son esenciales para el desarrollo

del hongo.

En cuanto a los sustratos solidos, existe una gran variabilidad disponibles, estos
buscan proveer un soporte fisico para que el hongo produzca conidias aéreas.
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Generalmente el sustrato suele se cereal como arroz, mjjo, maiz, trigo, cebada,
avena, sorgo. Al entrar en contacto hongo-medio, estos utilizan ciertas
proporciones de los nutrientes proporcionados por los sustratos durante su
desarrollo y esporulacién. La eleccion del sustrato depende de un numero de
factores que incluyen la disponibilidad local, costo y preferencia del aislado
(Jenkins, et al., 1998). Un sustrato ideal no solo debera contener particulas con
las dimensiones correctas, sino también mantener su integridad estructural
durante la preparacion de los procesos de produccion (Bradley et al., 1992). En
el mundo, existen numerosos paises en los cuales grupos de investigadores y
empresas productoras se concentran en el desarrollo de productos comerciales
a partir de hongos entre los que se encuentran, Cuba, Brasil, Italia, Inglaterra,
Holanda, Estados Unidos. (Butt y Copping, 2000)

TRABAJOS RELACIONADOS CON EL TEMA

Gomez et al. (2009) refiere que las poblaciones que sobrepasan los niveles de
tolerancia en el tomate para nematodos agalladores, se ha estimado entre 0,5 a
1,0 huevos o larvas por gramo de suelo. Hernandez et al. (2011), aislaron T.
hammatum, T. koningiopsis, T. asperellum, de rizésfera de Helianthus annus L.,
y Trichoderma sp, de la rizosfera de Pinus cembroides Zucc. Al respecto, Woo
et al. (2006), mencionan que se pueden obtener cepas de Trichoderma tanto en
praderas, bosques, desiertos, 0 en suelos de diferentes zonas climaticas.
Estudios realizados por Castillo y Medina (2014) determinaron el efecto de dos
especies nativas de Trichoderma sobre huevos y juveniles (J2) de Meloidogyne
sp. en condiciones de laboratorio, concluyendo que Trichoderma spp., disminuyé
significativamente tanto la poblacién de huevos como J, de Meloidogyne spp.,

en condiciones de laboratorio.

Acevedo (2015) aplic6é Beauveria bassiana y Trichoderma harzianum en
concentraciones baja, media, alta y obtuvo la disminucion de poblaciones de
nematodos con los tratamientos 3.81x10%? y 4.77x10? de T. harzianum
correspondientes a concentracién baja y alta con respecto a los resultados de
Beauveria bassiana. Asi mismo, estudios realizados por Sanchez de Prato et al.,
2015, en sustrato de mezcla 2 partes de tierra, 1 de materia organica y 1 de

arena, aplico Trichoderma harzianum con tres concentraciones de conidias y
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erradico el 100% de nematodos de los géneros Meloidogyne spp., y Pratylenchus
spp., con el tratamiento sustrato-Trichoderma 1 x 10%’ufc/ml.

Jamshidnejad et al., (2013) informé de la efectividad del género Trichoderma en
la inhibicién de la eclosién de huevos de M. javanica con aislamientos de T.
harzianum de hasta el 80,36 %, efectividad atribuida a las quitinasas En la
reduccion significativa de agallas, masas de huevos y huevos por masa (Radwan
et al., 2012). Otros estudios determinaron el efecto de Trichoderma atroviride, T.
harzianum y T. viride sobre huevos de Meloidogyne sp. en condiciones de
laboratorio, con seis tratamientos (T), de los cuales tres fueron controles,
concluyendo que T. atroviride, T. harzianum y T. viride tienen un efecto negativo
sobre la evolucion de los huevos de Meloidogyne incognita en condiciones de
laboratorio. (Mendoza et al., 2013)

Insuasty et al. (2014), aislo cepas de Trichoderma de la rizosfera de plantas
sana, se evaluo el crecimiento micelial y halo de inhibicion en siembras duales,
gue sirvieron como criterio de seleccion para pruebas en invernadero, donde se
evaluaron la altura de planta, longitud de raices, materia seca de raices y
porcentaje de incidencia. En campo se evalué componentes de rendimiento,
altura de la planta y longitud de raiz con las mejores cepas, se obtuvieron
diferencias significativas de antagonismo para Fusarium oxysporum entre cepas

respecto al testigo.

En algunos trabajos se ha enfatizado mucho en las diferentes ventajas que
presenta el uso de aislamientos nativos del hongo en el control de los nematodos
agalladores, debido a que las acciones no solamente son de control. (Affokpon
et al., 2011)

Para muestra de esto Vargas et al. (2015) en su trabajo expone la evaluacion
de las cepas PB17 y B23 de Trichoderma spp., y de la inyeccion de oxamil 24
SL en el pseudotallo, para el combate de nematodos en banano, con
aplicaciones mensuales a 1x10° ufc.mL-1 durante 20 meses; demostrando que
no se redujeron las poblaciones de nematodos en las plantas tratadas con las
cepas de Trichoderma spp.; sin embargo, las plantas tratadas con Trichoderma

mostraron mayor peso del racimo en relacion a las plantas inyectadas con oxamil
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y al testigo, lo cual confirma la accion endofitica y estimulante de las cepas de
Trichoderma.

Vergara (2012) Bajo un disefio experimental completamente aleatorio en cajas
Petri con Papa-Dextrosa-Agar se les adiciono, y evalu6 por separado, 1 mL de
P. lilacinum y P. chlamydosporia en una concentracion de 1,03 x 108
esporas.mL-1; asimismo se les adicioné6 30 pL que contenian 50 huevos,
juveniles y adultos de R. similis., a las 24 h de estar en contacto con los huevos,
juveniles y adultos, infectaron entre el 2 y 11% de estos. Vergara expone que
después de 120 h, el porcentaje de individuos infectados aument6 entre 61 y
85%. En condiciones in vitro, P. lilacinum y P. chlamydosporia tienen un aumento
creciente en individuos infectados desde las 12 h hasta las 120 h, sobre huevos,
juveniles y adultos de Radopholus similis, convirtiéndose en una alternativa
promisoria para su control en condiciones de campo dentro de un manejo

integrado de plagas.

En estudios similares Jiram (2018) evalud el potencial antagénico de cinco
especies nativas de Trichoderma; T. harzianum (Th02-04), T. harzianum (Th10-
D86), T. simmonsi (Th33-58), T. virens (Th33-59) y T. virens (Th26-52), especies
comerciales y un testigo sin inoculantes fangicos, distribuidas en un disefio
completamente al azar y cuatro repeticiones en plantulas de tomate, inoculadas
con tres aplicaciones de 1 x10°8 conidias ml-1. Se inocularon 18, 500 huevos de
M. incognita y 10 ml con la concentracion inicial de las conidias fungicas, con
aplicaciones al momento, a los ocho y 15 dias después del trasplante. El
producto comercial y las especies T. virens (Th26-52 y Th33-59) lograron
disminuir hasta 22% la formacién de agallas, 87 y 52.39% de inhibicion de

produccion de formacion de hembras por gramo de raiz.

Camacho (2007) evalué cinco aislamientos mexicanos y uno brasilefio del hongo
Pochonia chlamydosporia para el control de tres poblaciones mexicanas de
Nacobbus aberrans. Los experimentos se realizaron bajo condiciones
controladas de temperatura (26°C), humedad relativa (80%) y fotoperiodo (14 h
luz/10 h oscuridad) en camara de crecimiento. Todos los aislamientos del hongo

ejercieron un alto porcentaje de parasitismo sobre las masas de huevos y huevos
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de N. aberrans por gramo de raiz, reduciendo el nimero de juveniles de segundo

estadio del nematodo disponible como in6culo en el suelo.

Insuasty (2014) aisl6 cepas de Trichoderma para el control de F. oxysporum,
estas se obtuvieron de la rizésfera de plantas sanas. Se evalu6 el crecimiento
micelial y halo de inhibicion en siembras duales, que sirvieron como criterio de
seleccion para pruebas en invernadero, donde se evaluaron la altura de planta,
longitud de raices, materia seca de raices y porcentaje de incidencia. En campo
se us6 un disefo de bloques al azar, para evaluar componentes de rendimiento,
altura de la planta y longitud de raiz con las mejores cepas. En laboratorio, se
seleccionaron 5 cepas por presentar mejor actividad antagonistica; en
invernadero, 3 fueron las cepas mas antagonisticas; en campo, se obtuvieron 2
cepas con capacidad antagonica consistente y pueden usarse en el manejo del

hongo F. oxysporum en arveja.

Diferentes trabajos realizados con P. chlamydosporia parasitando a huevos de
Meloidogyne, Globodera y Nacobbus mostraron que el hongo tiene la capacidad
de reducir las poblaciones de estos nematodos (en invernadero y campo),
establecerse en suelo y permanecer desde un mes hasta cinco afos, (Medina,
2018). Por su parte Flores et al. (2008) aplicd cinco aislamientos nativos del
hongo Pochonia chlamydosporia obtenidas de muestras colectadas en parcelas
infestadas con Nacobbus aberrans sensu stricto, los resultados sostienen que
los aislamientos mexicanos produjeron un parasitismo superior al 60% en los
huevos del nematodo y una colonizacion del 100% de la rizosfera. Todos los
aislamientos se identificaron molecularmente como pertenecientes a Pochonia
chlamydosporia var. chlamydosporia usando cebadores especificos. (Flores et
al., 2008)

Estudios realizados para evaluar las actividades saprofitica y patogénica de tres
cepas brasilefias y una cubana de P. chlamydosporia frente a M. enterolobii, en
una sucesion de cultivos tomate - lechuga (Lactuca sativa L.), demostraron que
la colonizacién de P. chlamydosporia se mantuvo en el orden de 10* UFC.g-1
de suelo y mayor de 10 UFC.g-1 en las raices, el porcentaje de colonizacion
de estos hongos sobre las masas de huevos fue superior al 60% en todos los
tratamientos, mientras que en parasitismo de huevos estuvieron entre 45y 55%.
(Arévalo et al., 2012)
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Oca et al. (2005) evalu6 a Pochonia chlamydosporia var. catenulata como agente
de control biolégico de nematodos formadores de agallas, los resultados
demostraron que no existen diferencias en las caracteristicas morfologicas,
culturales, enzimaticos, productivas y patogénicas al ser. La aplicacion mostré
valores de colonizacion de masas de huevos hasta un 98% y parasitismo de

huevos de M. incognita, por encima del 70%.

25



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion de los ensayos

Los ensayos in vitro se desarrollaron en el laboratorio de Sanidad Vegetal y el
ensayo en condiciones semicontroladas en el invernadero del Area Agropecuaria
y de Recursos Naturales Renovables de la Universidad Nacional de Loja,
ubicados en las siguientes coordenadas: Latitud: 9 553 600 — 9 553 650 N;
Longitud: 699 250 — 699 300 O; Altitud: 2140 msnm

3.2. Materiales

3.2.1. Materiales de laboratorio

* Vidrieria e instrumentos de manipulacion: 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 quirargicas, pinzas, bandejas plasticas,
bisturi, platos calados, puntas de micropipeta, saca bocados, fundas de polifan
termo resistentes, fundas plasticas transparentes, jeringas de 1, 5y 10 ml,
parafilm, pipetas Pasteur, probetas graduada, tubos para microcentrifuga,
envases de plastico, algodon, franela, lienzo, pafiuelos faciales, papel filtro
contador manual de unidades, cAmara de Neubauer, micropipeta de 100-1000
pl, micropipeta de 10-100 pl, tamices nematolégicos (No 60, 120 y 400).

* Medios de cultivo y otros reactivos: AA (agar y agua), AAA (agar, agua y
antibidticos), 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 %, antibidticos (cloranfenicol, tetraciclina,
estreptomicina al 0,05 %), tween 80.

* Equipos: Agitador magnético tipo vortice, autoclave, balanza digital de 0,0001
g de precisién, bafio de Maria, camara de flujo laminar, camara digital, centrifuga,
destilador de agua, estéreo microscopios, incubadoras.

3.2.2. Materiales de campo e insumos

Semillas de tomate cultivar Floradade, sustrato 2:1 (Humus vy turba),
esterilizadora de sustrato, regaderas, etiquetas, vasos plasticos de 150 ml,
materiales para tutoraje (alambre, hilo,), podadoras, navajas, trasplantadoras,

gavetas, etiquetas, cinta métrica, camara digital.
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3.3. Métodos

La investigacion se ejecutd en las siguientes fases; prospecciéon de hongos
nematéfagos, caracterizacion, identificacibn taxondémica y ensayos de
efectividad in vitro e invernadero en plantas cultivadas en macetas en
condiciones de invernadero.

La prospeccion de los hongos antagonistas se realiz6 en zonas horticolas de 5
cantones de la provincia de Loja (Loja, Catamayo, Zapotillo, Gonzanam).

La fase de laboratorio constdé de las siguientes actividades: aislamiento,
evaluacion de los aislados en condiciones in vitro, caracterizacion e identificacion
taxonémica.

En la fase de invernadero, se evalué experimentalmente la efectividad de los
mejores aislados evaluados en la fase anterior.

3.3.1. Metodologia para el primer objetivo:

Evaluar aislados nativos de los hongos nemat6fagos Trichoderma spp., Y
Pochonia spp., con altos niveles de parasitismo sobre M. incognita (Kofoid &
White) en condiciones in vitro.

3.3.1.1. Ubicacién de zonas de muestreo

La prospeccion de hongos nematéfagos se realizd en cuatro zonas horticolas
productoras de tomate en la provincia de Loja, las mismas que son: Zona 1:
(Obrapia, La Era, La Trinidad) Loja; zona 2: (El Tambo) Catamayo; zona 3: (El

Mango) Zapotillo; zona 4: (Sacapalca) Gonzanama.

Leyenda
Cantones de Loja
zonas de muestreo

CHAGUARPAMBA
PLYAMNGO,

PALTAS

PINDA LY
GONZANAMA

SOZORANGA
11.8.C 8 B

Figura 4. Zonas de muestro de la provincia de Loja
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La recoleccion de muestras, se realiz6 en la fase terminal de cosecha en raices
agalladas y muestras de suelo de la rizosfera de la planta, se las coloc6 en
fundas plasticas dentro de una funda de papel, a fin de evitar la deshidratacién
de raices y secado del suelo, para ser llevadas al laboratorio de Sanidad Vegetal

para su procesamiento.

3.3.1.2. Aislamiento de hongos parésitos de huevos.

El procesamiento de muestras de raices agalladas, se realiz6 con la metodologia
sugerida por Taylor y Sasser (1973), que consiste en el lavado y desinfeccién
con hipoclorito de sodio al 1 %, por sumersion de 2 a 3 minutos, y enjuague con
agua destilada estéril; luego se procedio a la extraccion de masas de huevos
bajo un estereomicroscopio y colocadas en un tubo eppendorf con 0.5 mL de
agua agarizada al 0,005 % y se macero con un émbolo metalico durante un
minuto para la liberacion de los huevos, hasta obtener una suspension
aproximada de 1 000 huevos/mL. Para el aislamiento se utilizé la metodologia
adaptada por El aislamiento de los hongos, se utilizé la metodologia sugerida por
Solano (2014), que consistio en tomar una alicuota de 0,15 mL para sembrar
en cajas de Petri con medio de cultivo AAA (Agar 18 g, Agua 1 000 mL y
Antibioticos: 50 mg sulfato de estreptomicina, 50 mg de tetraciclina y 50 mg
cloranfenicol), regulado a pH 5,8, seguidamente las cajas fueron incubadas a
25°C £1°C. Bajo el microscopio invertido, se realizaron observaciones de
parasitismo a las 24 horas y 48 horas, y se sefialé los huevos que presentan
micelio de hongos, se realizé repiques a nuevos medios de cultivo con medio
PDA para el desarrollo de colonias puras y posterior caracterizacion morfologica

y cultural.

3.3.1.3. Aislamiento de hongos nematéfagos en muestras de suelo

Previamente, por cada plantacion de tomate se recolectaron 20 submuestras de
la zonarizosférica de plantas infestadas por Meloidogyne incognita; las muestras
fueron homogenizadas en una sola muestra representativa, de esta se tomé 10
g de suelo en un vaso de precipitacion y se aforo con 90 ml de agua estéril para
formar una dilucién madre 1:10, de la cual se realizaron diluciones seriadas de
1:100, 1:1000 y 1:10000 (Burges, 1960). De cada dilucion se tomé una alicuota
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de 1 ml con micropipeta y se procedio a la siembra en medio PDA contenido en
cajas de Petri, las cuales fueron incubadas a 25°C * 1°C, hasta el aparecimiento
de colonias fungosas. La purificacibn de algunos aislamientos consistié en
separar colonias con caracteristicas diferenciales entre ellas y luego transferidas
a cajas Petri con medio PDA, hasta el desarrollo de colonias puras, para su
posterior fase de caracterizacion e identificacion.

3.3.1.4. Evaluacioén in vitro

La evaluacion in vitro se la realiz6 con las metodologias adaptadas por Marquez
y Solano (2017), que consiste en extraer masas de huevos de Meloidogyne
incognita de tamafos similares y colocadas en un tubo eppendorf para
desinfectarlas superficialmente con Hipoclorito de Sodio 1% por 20 segundos, 3
lavados con agua destilada estéril con tiempos de 1 min cada uno; se utilizé una
masa por repeticion (Siracusa) que contenia una poblacion aproximada de 50
huevos. Luego se procedio a la preparacion de las concentraciones de indculos
fungosos cultivados por 7 dias en medio PDA contenido en tubos de ensayo, se
arrastré el crecimiento micelial con 10 mL de agua destilada estéril mas Tween
80 al 0,5 %, y se ajustaron suspensiones conidiales de 1x107, 1x108y 1x10°
esporas/mL. La cuantificacion de esporas/mL se realizé en la camara Neubauer

y la concentracion se calculo con la ecuacion de French y Hebert (1982):

Conidias x mL= ) 5cs x 50000

Donde:

Conidias/mL: Concentracion de inoculo (conidios/mL)

> 5¢s: Sumatoria de cinco cuadrados secundarios

50000: Constante para el conteo de esporas en 5 cuadrados secundarios

El bioensayo in vitro se realiz6 en condiciones de absoluta asepsia tanto del
ambiente como de materiales esterilizados. Se trabaj6é independiente cada
hongo (Trichoderma y Pochonia). Para esto se coloco 1,5 mL de las diluciones
de los aislados en concentraciones de 1x107, 1x108y 1x10° en cada una de las
cuales se coloc6 1 masa de huevo/ Siracusa de 60 mm con ayuda de agujas
bacterioldgicas, las siracusas fueron colocadas dentro de cajas Petri de 90 mm,
rodeadas de dos torundas humedecidas con agua destilada estéril para simular
una cadmara humeda evitando asi la evaporacion de las diluciones. Se incubb el

ensayo a 28 ° C y se evaluo la efectividad de las cepas a partir de las 24 hasta
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120 horas, se observo huevos parasitados con presencia de hifas; huevos no
parasitados; J> parasitados; J2 no parasitados.

El ensayo in vitro se ejecutd a en un Disefio Completamente Aleatorizado, con
34 tratamientos y 5 repeticiones para Trichoderma spp., y 22 tratamientos con 5

repeticiones para Pochonia spp.; conforme al siguiente cuadro:

Cuadro 1. Tratamientos (aislados) de Trichoderma evaluados en
bioensayo in vitro. Loja, Ecuador, 2018

Tratamiento | Procedencia Cédigo Concentracion

1 La Era LEML-TvirD9 1X10° esporas de Trichoderma
2 La Era LEML-TvirD8 1X108 esporas de Trichoderma
3 La Era LEML-TvirD7 1X107 esporas de Trichoderma
4 La Trinidad LTRML-TsppD9 1X10° esporas de Trichoderma
5 La Trinidad | LTRML-TsppD8 1X108 esporas de Trichoderma
6 La Trinidad | LTRML-TsppD7 1X10’ esporas de Trichoderma
7 Lab.Snd Veg T4ThLED9 1X10° esporas de Trichoderma
8 Lab.Snd Veg TAThLEDS 1X108 esporas de Trichoderma
9 Lab.Snd Veg T4ThLED7 1X107 esporas de Trichoderma
10 EL Tambo 2 | TB2CL-Tspp.D9 1X10° esporas de Trichoderma
11 EL Tambo 2 | TB2CL-Tspp.D8 1X108 esporas de Trichoderma
12 EL Tambo 2 | TB2CL-Tspp.D7 1X107 esporas de Trichoderma
13 El Mango EMZL-TvirD9 1X10° esporas de Trichoderma
14 El Mango EMZL-TvirD8 1X108 esporas de Trichoderma
15 El Mango EMZL-TvirD7 1X107 esporas de Trichoderma
16 Lab.Snd Veg | T2TATR166D9 1X10° esporas de Trichoderma
17 Lab.Snd Veg | T2TATR166D8 1X108 esporas de Trichoderma
18 Lab.Snd Veg | T2TATR166D7 1X107 esporas de Trichoderma
19 Lab.Snd Veg T5TvirC27D9 1X10° esporas de Trichoderma
20 Lab.Snd Veg T5TvirC27D8 1X108 esporas de Trichoderma
21 Lab.Snd Veg T5TvirC27D7 1X10’ esporas de Trichoderma
22 Lab.Snd Veg T3TKT19D9 1X10° esporas de Trichoderma
23 Lab.Snd Veg T3TKT19D8 1X108 esporas de Trichoderma
24 Lab.Snd Veg T3TKT19D7 1X10’ esporas de Trichoderma
25 Lab.Snd Veg T1TIL15D9 1X10° esporas de Trichoderma
26 Lab.Snd Veg T1TIL15D8 1X108 esporas de Trichoderma
27 Lab.Snd Veg T1TIL15D7 1X107 esporas de Trichoderma
28 Obrapia OPL-Tvir D9 1X10° esporas de Trichoderma
29 Obrapia OPL-Tvir D8 1X108 esporas de Trichoderma
30 Obrapia OPL-Tvir D7 1X107 esporas de Trichoderma
31 Sacapalca SCPLGL-ThzD9 1X10° esporas de Trichoderma
32 Sacapalca SCPLGL-ThzD8 1X108 esporas de Trichoderma
33 Sacapalca SCPLGL-ThzD7 1X10’ esporas de Trichoderma
34 TESTIGO Tsg Sin presencia del hongo
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Cuadro 2. Tratamientos (aislados) de Pochonia evaluados en bioensayo

in vitro. Loja, Ecuador, 2018

TTO Procedencia Cédigo Concentracion
1 La Era LEML-PchcimD9 1X10° esporas de Pochonia
2 La Era LEML-PchcimD8 1X108 esporas de Pochonia
3 La Era LEML-PchcimD7 1X107 esporas de Pochonia
4 Lab.Snd Veg PCHO001D9 1X10° esporas de Pochonia
5 Lab.Snd Veg PCHO001D8 1X108 esporas de Pochonia
6 Lab.Snd Veg PCHO01D7 1X107 esporas de Pochonia
7 Lab.Snd Veg PCH002D9 1X10° esporas de Pochonia
8 Lab.Snd Veg PCH002D8 1X108 esporas de Pochonia
9 Lab.Snd Veg PCH002D7 1X107 esporas de Pochonia
10 EL Tambo 2 TB2CL-PchcimD9 | 1X10° esporas de Pochonia
11 EL Tambo 2 TB2CL-PchcimD8 | 1X108 esporas de Pochonia
12 EL Tambo 2 TB2CL-PchcimD7 | 1X10’ esporas de Pochonia
13 EL Tambo 1 | TB1CL-PchctnlaD9 | 1X10° esporas de Pochonia
14 EL Tambo 1 | TB1CL-PchctnlaD8 | 1X108 esporas de Pochonia
15 EL Tambo 1 TB1CL-PchctnlaD7 | 1X10’ esporas de Pochonia
16 La Trinidad LTrML-PchcimD9 1X10° esporas de Pochonia
17 La Trinidad LTrML-PchcimD8 1X108 esporas de Pochonia
18 La Trinidad LTrML-PchcimD7 1X107 esporas de Pochonia
19 Lab.Snd Veg NZO2(S)VD9 1X10° esporas de Pochonia
20 Lab.Snd Veg NZO2(S)vD8 1X108 esporas de Pochonia
21 Lab.Snd Veg NZO2(S)vD7 1X107 esporas de Pochonia
22 TESTIGO Tstgo Sin presencia del hongo
3.3.1.5. Identificacion morfolégica de los mejores aislados

La caracterizacion de los aislados (Trichoderma Y Pochonia), fue con base a sus

caracteristicas morfoldgicas macroscopicas y microscopica.

Para la identificacidon se realizé la caracterizacidon macroscoépica, esta se realizo

en colonias de 5 a 6 dias y consistio en determinar: color, forma, tamafio,

elevacion, bordes, pigmentacion. La caracterizacion microscopica se realizd con

la técnica de los microcultivos, los cuales se incubaron a + 28°C por 48 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion se observaron las muestras al microscopio

optico. El valor micrométrico fue de 1 um con objetivo de 40X y de esta manera

se determind el tamafio y forma de las estructuras reproductivas. La

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas fueron comparadas con las

claves taxonémicas de Gams y Zare (2001); Kozakiewicz (2001); Luangsa et al.

(2011).
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3.3.2. Metodologia para el segundo objetivo:

Seleccionar aislados nativos de los hongos nematéfagos Trichoderma spp., y
Pochonia spp., con altos niveles de parasitismo sobre M. incognita (Kofoid &
White) en condiciones de invernadero.

3.3.2.1. Evaluacién de aislados en invernadero.

3.3.2.1.1. Preparacion de Semillero.

Se utilizaron semillas de tomate var. Floradade Lam, sembradas en vasos
plasticos para luego de 21 dias después de la germinacion se las trasplant6 a
fundas de polietileno perforadas de 8 x 12 cm con sustrato en una proporcion
1:1:1 (suelo, humus y arena) esterilizado a vapor de agua a 120°C por dos horas.

3.3.2.1.2. Masificacion de los aislados.

1) obtencidn de pre inoculo: previamente se repico los hongos en botellas de
cristal que contenia una lamina 0,5 cm de grosor de medio PDA con una
cobertura aproximada de 100 cm?, sobre la cual se inocul6 2 mL de una

suspension conidial de cada aislado, luego incubadas a 28°C +£1°C por 7 dias.

2) Masificacion en sustrato de arroz: consistid en la masificacion en sustrato
arroz contenido en fundas de polietileno (polifan) de 12 x 16 cm, en las cuales
se coloc6 360 g de arroz partido (arrocillo), remojado previamente por 30
minutos, esterilizado a una temperatura 121°C +1°C por 20 min. Los sustratos
fueron inoculados mediante el arrastre de las colonias de la botella con 100 ml
de agua, agitando con bolas de cristal estériles y 0,3 mL de Tween 80. Se inoculd
30 mL de hongo por funda de arroz, las mismas que se incubaron a 28°C +1°C,

hasta la colonizacion completa del arroz en 7 dias.

3) Secado y conservacion. Se procedio al secado del sustrato colonizado, en
fundas de papel craft estériles en condiciones naturales de temperatura y
fotoperiodos dentro del laboratorio, por un periodo de 10 dias, las fundas se
cambiaron diariamente y se reutilizaron luego de ser esterilizadas. El sustrato
desecado al 14 % de contenido de humedad, se trasvas6 a fundas de polietileno

(polifan) para su conservacion al ambiente hasta su utilizacién.
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3.3.2.1.3. Preparacion de las concentraciones de indculos fungosos.

Para determinar la concentracion de inéculo de los hongos, se peso 1g de arroz
de cada aislado y se prepar6 una suspension en 10 mL de agua destilada, para
realizar la cuantificacion en camara de Neubauer. Una vez conocida la
concentracion por gramo de arroz, se calculé mediante férmula, la cantidad de
indculo necesario para alcanzar la concentracion deseada de 1x108, 1x10° y
1x10%°, esporas/planta. La concentracién deseada se estimé mediante la formula

siguiente:

Concentracién deseada = 1 gramo x Concentracion deseada / Conidias por g
Donde:

Peso de sustrato: 1g de sustrato

Concentracion deseada: 1x108, 1x10°, 1x10%°

Conidias/g: Cantidad obtenida de la cuantificacion.

3.3.2.1.4. Preparacion del in6culo de nematodos

La extraccion de Jz se realizé con la metodologia de Marquez y Solano (2017).
Una vez lavadas y desinfectadas las raices con hipoclorito de sodio al 1 % por 1
minuto, se picaron las raices en fragmentos de 1 cm, luego se licuaron 10
gramos/plato calado y se tamizo; el filtrado se recogio del tamiz No. 400 en 20
mL de agua, del cual se tomaron 10 alicuotas de 2 mL para cuantificar y estimar

una concentracion de larvas Jz/planta.

3.3.2.1.5. Preparacion y Montaje del bioensayo

Se utilizé macetas plasticas perforadas de 3.0 kg de capacidad conteniendo un
sustrato estéril 1:1:1 (tierra, arena, humus) se sembro las plantas y se coinoculd
3000 juveniles J> / planta y después de 2 dias se inoculé el sustrato en
formulacion sélida los hongos nematéfagos, en concentraciones de 1 x 108, 1 x
10°y 1 x 10%° esporas/planta distribuidos en los primeros 5 cm bajo el nivel
superior de la maceta; se realizaron 2 aplicaciones, al inicio y 40 dias después

de la primera inoculacion.

Durante el desarrollo de las plantas, se realizaron riegos permanentes 3 veces a
la semana, se procedi6é a tutorar las plantas con pitas plasticas a los 20 dias

después del trasplante. La evaluacion se realiz6 a los 60 dias después de
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trasplante y se determind la altura de planta, biomasa foliar, biomasa radical,
indice de agallamiento; poblacién de J2/100 cm?de sustrato; J2/10 g de raices.

El ensayo se desarroll6 en un DCA, con 25 tratamientos y 10 repeticiones.

Cuadro 3. Tratamientos evaluados en el ensayo en fase semicontrolada

(invernadero). Loja, 2018

Tto Cédigo Concentracion
1 LEML-TvirD10 1X10%%sporas de Trichoderma
2 LEML-TvirD9 1X10° esporas de Trichoderma
3 LEML-TvirD8 1X108 esporas de Trichoderma
4 EMZL-TvirD10 1X10%%sporas de Trichoderma
5 EMZL-TvirD9 1X10° esporas de Trichoderma
6 EMZL-TvirD8 1X108 esporas de Trichoderma
7 OPL-Tvir D10 1X10%esporas de Trichoderma
8 OPL-Tvir D9 1X10° esporas de Trichoderma
9 OPL-Tvir D8 1X108 esporas de Trichoderma
10 SCPLGL-ThzD10 1X10%%sporas de Trichoderma
11 SCPLGL-ThzD9 1X10° esporas de Trichoderma
12 SCPLGL-ThzD8 1X108 esporas de Trichoderma
13 LEML-PchcimD10 1X10%%sporas de Pochonia
14 LEML-PchcimD9 1X10° esporas de Pochonia
15 LEML-PchcimD8 1X108 esporas de Pochonia
16 TB2CL-PchcimD10 1X10%%sporas de Pochonia
17 TB2CL-PchcimD9 1X10° esporas de Pochonia
18 TB2CL-PchcimD8 1X108 esporas de Pochonia
19 TB1CL-PchctnlaD10 1X10%%esporas de Pochonia
20 TB1CL-PchctnlaD9 1X10° esporas de Pochonia
21 TB1CL-PchctnlaD8 1X108 esporas de Pochonia
29 LTrML-PchcimD10 1X10%%esporas de Pochonia
23 LTrML-PchcimD9 1X10° esporas de Pochonia
24 LTrML-PchcimD8 1X108 esporas de Pochonia
25 TESTIGO Sin presencia del hongo
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4. RESULTADOS

4.1.

Evaluacion de aislados nativos de Trichoderma spp. y Pochonia

Spp., por su parasitismo sobre M. incognita (Kofoid & White) en

condiciones in vitro

4.1.1. Prospeccion, aislamiento e identificacién de hongos nematéfagos.

En el cuadro 4 se presentan los diferentes sectores muestreados en los 4

cantones de la provincia de Loja, en un rango altitudinal de 165 a 2171 m.s.n.m.,

en los cuales se recolecté muestras de raices y suelo de plantaciones de tomate

en su fase final, de las cuales se obtuvieron aislados del género Trichoderma

spp., y Pochonia spp., los cuales luego de ser caracterizados morfol6gicamente

fueron identificados taxondmicamente a nivel de género y/o especie con las

codificaciones para cada aislado, segun se indican en el cuadro 4.

Cuadro 4. Zonas de muestreo para la obtencion de aislados fungicos
para control de M. incognita, Loja, 2018

Proceden Sector Tipo de Latitud UTM Longitud Altitud Cédigo Aislamiento
cia muestreo suelo UT™M msnm obtenido
Lab.Snd La Era - Medio de | 9553839.91 S | 6999497.9 E | 1497 msnm TAThLE Trichoderma spp.
Veg. Catamayo cultivo
Loja- La Era arcilloso 9533485.41 S | 693058.07 E | 1497 msnm LEML-Tvir | Trichoderma
Malacatos viride
LEML- Pochonia
Pchclm chlamydosporia
La Trinidad Franco- 9533485.41S | 693058.07 E | 1497 msnm LTrML- Pochonia
arcilloso Pchclm chlamydosporia
LTRML-T Trichoderma spp.
Catamayo | El Tambo 2 arenoso 9559178.67 S | 682420.01 E | 1277 msnm TB2Cl- Pochonia
Pchclm chlamydosporia
TB2CL-T Trichoderma spp.
EL Tambo 1 | arenoso 9559178.67 S | 682420.01 E | 1277 msnm TB1CL- Pochonia
Pchctnla catenulata
Zapotillo El mango arcilloso | 9515133.36 S | 583806.33 E | 165 msnm EMZL-Tvir | Trichoderma
viride
Lab.Snd La Capilla- Medio de | 9553839.91 S | 6999497.9 E | 1271msnm T2TATR16 | Trichoderma spp.
Veg Catamayo cultivo 6
San Miguel Medio de | 9553839.91 S | 6999497.9 E | 1.270 msnm | T5TvirC27 | Trichoderma spp.
Catamayo cultivo
El Tambo Medio de | 9553839.91 S | 6999497.9 E | 1277 msnm T3TK T19 | Trichoderma spp.
cultivo
La Capilla Medio de | 9553839.91 S | 6999497.9 E | 1271 msnm TATIL15 Trichoderma spp.
Catamayo cultivo
Gonzanam | Sacapalca Franco- 9532143.95S | 673670.31 E | 2051 msnm SCPLGL- Trichoderma
a arenoso Thz harzianum
Loja Obrapia Franco 9556783.67 S | 698588.74 E | 2171 msnm OPL-Tvir Trichoderma
viride
Lab.Snd Taquil Medio de | 9553839.91 S | 6999497.9 E | 2.230 msnm | PCHO01 Pochonia spp.
Veg. cultivo
El Tambo Medio de | 9553839.91 S | 6999497.9 E | 1277msnm PCH002 Pochonia spp.
Catamayo cultivo
Las Medio de | 9553839.91 S | 6999497.9 E | 920 msnm. NZO2(S)V | Pochonia spp.
Orquideas cultivo
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4.1.2. Evaluacién de los aislados nematdfagos en la fase in vitro

En el cuadro 5, se presenta el andlisis de varianza de los resultados de
parasitismo en huevos y J> respectivamente, por parte del hongo nematéfago
Trichoderma. En el parasitismo sobre huevos 12 de los 34 tratamientos no
muestran diferencias estadisticas entre si, mostrando una media superior a 38,
de manera general el 36.36% de los aislados demostraron porcentajes
superiores a 70 % destacando, los tratamientos T1 y T31 con 87,6 % y 88,8 %
respectivamente correspondiente a la mayor concentracion. El testigo por su

parte con una media de 0, no presento parasitismo alguno.

En el parasitismo sobre J2, 26 de los 34 tratamientos son altamente significativos
compartiendo una media superior a 40. De manera general los aislados
alcanzaron porcentajes similares en relacion al parasitismo sobre huevos, los
tratamientos que alcanzaron un parasitismo mayor a 70% son los mismos que
presentaron mayor parasitismo en huevos, destacandose tratamientos como el
T28 y T29 con un 81,3% y 80%, respectivamente. Todos los tratamientos
presentan porcentajes de parasitismo superior al 52% en ambas variables, sin
embargo, el testigo (tratamiento con agua) no presentd parasitismo alguno,
arrojando porcentajes de 0% con notable diferencia estadistica en comparacion
a los demas tratamientos, encontrandose relacion directa en las concentraciones

y el nivel de parasitismo.
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Cuadro 5. Parasitismo por Trichoderma spp. en huevos de M. incognita, en
condiciones in vitro. Loja. 2018.

Tto Cédigo )'(thI)e Agrupacion %hp )Sfpe Agrupacion %J2p
1 LEML-TvirD9 43,8 AB 87,6 | 46,4 ABCD 77,3
2 LEML-TvirD8 36,2 CDEF 72,4 | 44,4 ABCD 74,0
3 LEML-TvirD7 35,6 CDEF 71,2 44 ABCD 73,3
4 LTRML-Tspp.D9 34,8 CDEFG 69,6 | 41,2 ABCD 68,7
5 LTRML-Tspp.D8 34,4 CDEFG 68,8 | 40,6 ABCD 67,7
6 LTRML-Tspp.D7 34 CDEFG 68 39,2 CD 65,3
7 TAThLED9 34,6 CDEFG 69,2 | 41,2 ABCD 68,7
8 TAThLEDS8 34,2 CDEFG 68,4 | 41,6 ABCD 69,3
9 TAThLED?Y 33,8 CDEFG 67,6 | 39,8 BCD 66,3
10 TB2CL-Tspp.D9 33,8 CDEFG 67,6 | 41,2 ABCD 68,7
11 TB2CL-Tspp.D8 33,6 CDEFG 67,2 | 40,6 ABCD 67,7
12 TB2CL-Tspp.D7 33,4 CDEFG 66,8 40 BCD 66,7
13 EMZL-TvirD9 37,6 BCDE 75,2 | 44,4 ABCD 74,0
14 EMZL-TvirD8 36,2 CDEF 72,4 | 43,6 ABCD 72,7
15 EMZL-TvirD7 35 CDEFG 70 42,8 ABCD 71,3
16 T2TATR166D9 34,8 CDEFG 69,6 | 41,8 ABCD 69,7
17 T2TATR166D8 31,2 EFGH 62,4 | 41,2 ABCD 68,7
18 T2TATR166D7 30,6 FGH 61,2 | 40,6 ABCD 67,7
19 T5TvirC27D9 33,4 CDEFG 66,8 42 ABCD 70,0
20 T5TvirC27D8 28,4 GH 56,8 39 CD 65,0
21 T5TvirC27D7 26,2 H 52,4 | 38,2 D 63,7
22 T3TKT19D9 31,4 DEFGH 62,8 | 41,4 ABCD 69,0
23 T3TKT19D8 31 EFGH 62 11 ABCD 68,3
24 T3TKT19D7 31 EFGH 62 39,8 BCD 66,3
25 T1TIL15D9 34,8 CDEFG 69,6 | 41,8 ABCD 69,7
26 T1TIL15D8 34 CDEFG 68 40,8 ABCD 68,0
27 T1TIL15D7Y 33 CDEFG 66 38,6 CD 64,3
28 OPL-TvirD9 38,8 ABC 77,6 | 48,8 A 81,3
29 OPL-TvirD8 38,2 ABC 76,4 48 AB 80,0
30 OPL-TvirD7 38 ABCD 76 44.6 ABCD 74,3
31 SCPLGL-ThzD9 44.4 A 88,8 | 46,6 ABC 77,7
32 SCPLGL-ThzD8 39 ABC 78 43,2 ABCD 72,0
33 SCPLGL-ThzD7 36,6 CDEF 73,2 | 41,8 ABCD 69,7
34 Tsg 0 | 0 0 E 0,0

Medias con una letra comun en cada columna no son significativamente diferentes (p
> 0,05) segun Tukey (p < 0.05)
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En el cuadro 6 se presenta el andlisis de varianza del parasitismo en huevos y
J> para los tratamientos de los aislados del hongo nematéfago Pochonia
Chlamydosporia, los cuales muestran diferencias estadisticas entre tratamientos
y en relacion al testigo. En el parasitismo sobre huevos, 12 de los 22 tratamientos
no presentaron diferencia estadistica entre si, destacando favorablemente con
un parasitismo superior a 72 %. De manera general el 57% de los aislados
demostraron porcentajes superiores a 70%, destacaron los tratamientos T13 y
T16 con 90.8% y 89,6% respectivamente, en la concentracion de 1x10° son los
gue mas destacan y corresponden a los aislados Tambo 2 y La Trinidad. En el
parasitismo sobre J,, todos los tratamientos alcanzaron porcentajes bajos en un
rango de 14. 7% (T9) a 50.3 (T13), lo cual demuestra que este hongo es
altamente selectivo en el parasitismo de huevos de nematodos agalladores, el
comportamiento del testigo (tratamiento con agua), para ambas variables,
mostro gran diferencia estadistica al presentar porcentajes de 0% en el

parasitismo de los estadios del nematodo.

Cuadro 6. Parasitismo por Pochonia spp. en huevos de M. incognita, en
condiciones in vitro. Loja. 2018

Tto Cddigo xh(:)e Agrupaciéon | %hp )f]fpe Agrupacion | %Jqp
1 LEML-PchclmD9 | 40,6 ABCD 812 | 244 ABCD 40,7
2 LEML-PchclmD8 | 37,6 CDEFG 75,2 22 ABCDEF 36,7
3 LEML-PchclmD7 | 36,2 DEFG 72,4 | 20,6 BCDEF 34,3
4 PCHO001D9 33,8 DEFG 67,6 24 ABCD 40,0
5 PCHO001D8 33,2 EFG 66,4 | 21,2 ABCDEF 35,3
6 PCHO001D7 33 EFG 66 14,6 EFG 24,3
7 PCHO002D9 34,8 DEFG 69,6 | 14,6 EFG 24,3
8 PCHO002D8 34,8 DEFG 69,6 | 13,2 FG 22,0
9 PCHO002D7 34,6 DEFG 69,2 | 8,8 GH 14,7
10 TB2CL-PchcimD9 | 40,4 ABCD 80,8 25 ABC 41,7
11 TB2CL-PchcimD8 39 ABCDE 78 21,8 ABCDEF 36,3
12 TB2CL-PchcimD7 | 38,4 BCDEF 76,8 | 20,4 BCDEF 34,0
13 | TB1CL-PchctnlaD9 | 45,4 A 90,8 | 30,2 A 50,3
14 | TB1CL-PchctnlaD8 | 40,4 ABCD 80,8 | 24,4 ABCD 40,7
15 | TB1CL-PchctnlaD7 | 39,8 ABCDE 79,6 23 ABCDE 38,3
16 LTrML-PchcimD9 | 44,8 AB 89,6 | 28,8 AB 48,0
17 LTrML-PchcimD8 | 44,2 ABC 88,4 | 22,2 ABCDEF 37,0
18 LTrML-PchcimD7 | 40,4 ABCD 80,8 | 21,2 ABCDEF 35,3
19 NZO2(S)vVD9 34,4 DEFG 68,8 | 19,6 CDEF 32,7
20 NZO2(S)vD8 31,8 FG 63,6 | 17,6 CDEFG 29,3
21 NZO2(S)vD7 30,8 G 61,6 | 15,6 DEFG 26,0
22 Tsgo 0 H 0 0 H 0,0

Medias con una letra comdn en cada columna no son significativamente
diferentes (p > 0,05) segun Tukey (p < 0.05)
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4.1.3. Caracterizacion morfolégica (Macroscépicay MicroscoOpica de los
aislados con mayor capacidad parasitica

4.1.4. Caracterizacion morfolégica de los aislados de Trichoderma

Colonias de aspecto
algodonoso, el  micelio
cubrid la superficie de la caja
en 5 dias a 28°C en Agar

papadextrosa, de color

blanco, desarrolla un color
Figura 5. Aislado LEML-Tvir, (C1) de Trichoderma Verde oscuro después de la
spp. esporulacion. Diferenciacién
de anillos concéntricos, hifas hialinas, los conidiéforos mostraron ramas laterales
pareadas las mismas que forman un angulo de 90° con respecto al eje de donde
surgen, fidlides de forma alargada, algo anchas en el centro y con cuello alargado
de color hialino, se observo fidlides individuales mientras que en otros casos se
las encontrd en grupos de 2 a 3. Los conidios tenian forma ovoidal y mayormente
globosa, color verde claro y los bordes lisos se presentaron incrustados en las
fidlides a manera de un racimo globoso de umbelas bien definidas y con un
tamafo de 3,4 x4 um.

El aislado logré cubrir la
caja en 5 dias a 28°C en
Agar papadextrosa. Las
colonias al inicio formaron

pustulas algodonosas de un

color blanco,
Figura 6. Aislado EMZL-Tvir (C2) de Trichoderma POSteriormente se
Spp. compactaron y esporularon

tomando un color verde de textura granular. Los aislados no presentaron el olor
caracteristico a coco; sin embargo, al inverso de las colonias se puede observar
visiblemente una coloracién marron-amarillenta. Conidiéforos con ramas
laterales que forman un angulo de 90- con respecto al eje de donde surgen.
Fialides de forma alargada, algo anchas en el centro y con un cuello alargado de
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color hialino en grupos de 3. Los conidios de forma globosa de tamafio 3,3 x 4,1,

con un color verde claro y los bordes lisos.

Colonias con apariencia
aterciopelada en  sus
etapas tempranas, el
micelio presentdé un color

blanco, eventualmente fue

desarrollando un color
7 8 b

Figura 7. Aislado OPL-Tvir (C3) de Trichoderma ~ Planco verdoso hasta una
Spp. tonalidad verde oliva.

Después de 6 dias de incubacién a 28-C las colonias presentaron un radio de 9
cm y cubriendo toda la superficie de la caja Petri, densas en el centro y se
tornaron ondulatorias en los anillos concéntricos hasta llegar a los bordes. El
tamafo de los conidi6foros es de 62,5-69 x 3-4,7 um de color verde, presentan
diversas ramificaciones, se observo la formacion de ramas laterales en grupos
de dos a tres, ubicadas en un angulo amplio. El sistema de ramificacion tiene
una apariencia piramidal. Fialides largas y delgadas, asimétricas, con un tamafio
de 6,3-15,6 x 2,7-3,4 um., verticilos terminales de hasta 4 conidios de un tamafio

aproximado de 3x 3,7 pum, con forma subglobosos.

Color del micelio blanco,
desarrolla un color verde
oscuro después de la
esporulacion. Presenté un

tipo de crecimiento regular

formando anillos
Figura 8. Aislado SCPLGL-Thz (C4) de  concéntricos, el micelio logré
Trichoderma spp. cubrir la superficie de los

medios de cultivo en 5 dias a 28°C en Agar papadextrosa. Presentaron hifas
hialinas, conidiéforos largos con ramificacion, fialides anchas por el centro y
alargadas en la base agrupadas piramidalmente, conidios globosos de pared lisa
de tamafio 3,3 x 4,1 y abundantes clamidosporas terminales.
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4.1.5. Caracterizacion morfolégica de los aislados de Pochonia spp.

x irregular, llenado de

Pochonia spp.

Las colonias de un
color blanquecino ocre
con aspecto

algodonoso, con el

mismo color en el

reverso. Crecimiento

dias. A nivel
microscoépico, conidiéforos postrados y poco diferenciados a partir de hifas
vegetativas, verticiladas. Las cepas presentan micelio septado, los conidios se
producen en cabezuelas globosas, miden 6 u de largo por 2,5 p de ancho; se
evidencio la presencia de clamidosporas con un tamafio que va de 17 a 18 um
de diametro.

Las colonias cultivadas en
agar son blancas tendientes a
un color blanquecino ocre,
amarillo y algodonoso, con el
mismo color en el reverso.
Presento un crecimiento

regular con formacién de

Pochonia spp. anillos  concéntricos de
aspecto algodonoso. Microscépicamente presenta fidlides simples verticiladas
de 17-24 um de longitud. Conidios dispuestos en falsas cabezas en el extremo
de las fidlides, predominantemente redondos y algunos elipsoidales, de tamafio
2,5-4 ym x 2-2,5 um y una relacién larga/ancho de 1 a 2,5. Presencia de
clamidosporas con tamafio que va desde 15-23 pum de longitud y 17-27 pum de

didmetro.
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Las colonias son de color
blanco, con micelio
sumergido. En medio de
cultivo presentan micelio
levantado de color

amarillento. El micelio

maduro, llega a presentarse

de Pochonia spp. polvoso de color crema u
ocre. Presenta conidioforos erectos, con ramificacion verticilada, presentando
una protuberancia en forma de mazo en la punta del conidiéforo que sostiene
una sola espora; fialides cilindricas de 15 — 30 um de longitud en forma de espiral

de3abpum.

Las colonias son de
color blanco
tendiente a ocre. En
medio del cultivo

presentan micelio

levantado, de color
Figura 12. Aislamiento LTrML-Pchcm (C4) de marron al reverso

Pochonia spp. de la caja,
formacion de anillos diferenciados, aspecto general de la colonia achatado. El
micelio maduro completamente cubiertos de clamidosporas, llega a presentarse
polvoso de color crema. Las cepas poseen una tasa de crecimiento que va desde
0,50 mm/24. A nivel microscépico, los conidiéforos son postrados, micelio
septado, los conidios de forma elipsoidal miden 5 pu de largo por 2,5 u de ancho,
en forma de cadena; se evidencio la presencia de clamidosporas con un tamafio

gue va de 17 a 18 um de diametro.
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4.2. Evaluacion de los aislados nematdfagos por su accién parasitica

sobre M. incognita en condiciones de invernadero

En el cuadro 7, se presenta el analisis estadistico de los aislados de Trichoderma
spp. y Pochonia chlamydosporia, para cada una de las variables analizadas
independientemente, en las cuales se observan diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos y en relacién al testigo, lo cual evidencia la
influencia de los aislados en el comportamiento de las plantas de los diferentes

tratamientos.

En la variable Altura de planta, los tratamientos inoculados para los diferentes
aislados de Trichoderma spp. y Pochonia chlamydosporia, presentan un
comportamiento similar expresado en la similitud de datos a excepcion del
testigo, asi por ejemplo 11 de los 12 tratamientos inoculados con Pochonia no
presentaron diferencia estadistica, mostrando una estabilidad respecto a las
dosis empleadas. Con respecto al efecto en la altura de planta 18 de los 25
tratamientos no presentan diferencia estadistica entre si, en los tratamientos
inoculados con el género Trichoderma el rango de altura esta entre 100 cm y
116.2 cm, destacando el tratamiento T6 con la maxima altura, mientras que para
P. chlamydosporia el rango de altura va desde 100.6 cm a 116.7 cm, destacando
el tratamiento T13 con la maxima altura, en contraste a esto, el testigo (sin
inoculacioén fungica) presentd el menor dato, alcanzando una altura de 79,2 cm
de planta, se evidencia una relacién directa entre los valores mas altos de altura
con las concentraciones mas altas de los tratamientos, notandose que aquellos
tratamientos inoculados con la concentracion mas baja 1 x108; T24 (100,6) ,T12
(100), T11 (101,9), T9 (102,7), T3 (101,6) T2 (101,7) , presentan una altura

menor tendiente a un acercamiento al testigo.

En los datos expuestos en relacion a la variable peso de masa foliar, ocho de los
25 tratamientos no presentan diferencia estadistica, los cuales corresponden a
aquellos que fueron inoculados con altas concentraciones1x10'°, se destacan

con valores altamente significativos, los tratamientos T4, T5, T12, T16, T19, T20,
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T22, que registran pesos entre 121 g a 129 g, con respecto a los demas
tratamientos los resultados presentan diferencia estadistica entre si y en
comparacion al testigo. El testigo por su lado, alcanzé un peso de 84,4 g siendo
el dato méas bajo, se observa también que algunos tratamientos presentan datos
bajos, indistintamente de los niveles de concentracidn, notandose influencia del

aislado.

En los valores para la variable peso de raiz, 16 de los 25 tratamientos no
presentan marcada diferencia estadistica entre si, estos tratamientos responden
a los inoculados con las concentraciones mas bajas 1x10° y 1x108 incluyendo el
testigo que no presento inoculacion fungica. En cuanto a la influencia sobre la
variable, los tratamientos evaluados alcanzaron promedios entre 30,3 gy 56.6 g,
destacando con alta significancia el Testigo 56,6 g (mayor 1A) seguido de los
tratamientos medianamente significativos T2 (37,6), T3 (40,9), T5(36,9),
T6(42,4), T8 (37,4), T8(37,4), T9(39,5) T11(37,6), T12 (39,2), T17 (39,1), T18
(45,2), T21 (40,8), T23 (39,7), T24 (39,7), con valores entre 36.5 a 45.2. Dentro
de estos se observa que los tratamientos con menor concentracion de inoculo
fingico (1x108) presentan mayor peso de raiz mostrando un acercamiento al
testigo T25 (56,6 g), mientras que los tratamientos inoculados con la mayor
concentracion de los dos hongos (1 x 10'°) presentan el peso de raiz mas bajo

(peso promedio y normal de raiz).

En la variable indice de agallamiento, 8 de los 25 tratamientos no presentan
diferencia estadistica entre si, mostrando los menores valores en el indice de
agallamiento, se observé que aquellos tratamientos que presentan menor indice
de agallamiento fueron tratados con las concentraciones altas de 1x10%,
destacandose los tratamientos T7, T20 y T19 con IA de 3.8, 43y 4.4
respectivamente, los demas tratamientos alcanzaron IA entre 5.0y 7.1 mientras
gue el testigo alcanzé un IA de 9, 4, raices con alto indice de agallamiento,
destacando negativamente. Esto nos muestra que existe una relacion directa
entre los tratamientos con dosis bajas (1x10%) T3 (7), T5(7), T6(7,6), T17(7), T18
(7,1), T24 (7,1), y los Iindices de Agallamiento elevados, presentando estos

ultimos niveles cercanos al testigo, por la disminucién de inoculacion.
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En la variable poblacion de J2/10 g de raiz, 5 tratamientos no presentan
diferencia estadistica entre si con una J igual compartiendo entre ellos valores
notablemente mas bajos , los tratamientos presentan un rango entre 43.3 Jz a
107.1 J», destacan los aislados de Trichoderma T5, T7, T10, T13 y el aislado T16
de Pochonia, por presentar las menores poblaciones en los sistemas radicales
en contraste con el testigo que present6 una poblacion de 190,8 J2/ 10 g raices,
siendo el dato mas alto, comportamiento similar se observo en los tratamientos
inoculados con concentracion 1x10% que presentaron cantidades altas de
juveniles superiores a 70 Jo.

En cuanto a la variable poblacion de J2/100cc de suelo, en el cuadro 7 se muestra
gue 6 de los 25 tratamientos no presentan diferencia estadistica dentro de estos,
el tratamiento mas destacable con la menor poblacion (47J2) fue T19, seguido
de los tratamientos T16, T13, T20, T22, T4 que registran promedios
poblacionales entre 48.9 a 56.3 Juveniles. Los 19 tratamientos restantes
incluyendo el testigo se ubican en un rango de 57 Jz> a 201,7 J2 por planta,
destacando el testigo que registra el valor mas alto (201.7 J) asi tenemos que
los tratamientos con concentracion menor registran mayor cantidad de J, por
100cc de suelo, evidenciando la influencia de la concentracion fungica y el

porcentaje de juveniles.
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Cuadro 7. Evaluacion de los aislados nemat6fagos sobre M. incognita en condiciones de invernadero. Loja, 2018.

X altura Xpeso X peso Jox10 J2x100c
Tto Caédigo de plata | Agrupacion | de masa | Agrupacion | de raiz | Agrupacion | IA | Agrupacion | gr de | Agrupacion| cde | Agrupacion
(cm) foliar (g) (9) raiz suelo
T1 LEML-TvirD10 107,8 ABCDEF 118,6 CDEFG 34,9 CDEF 5,2 FGHIJ 66 GHIJ 92,4 CDE
T2 LEML-TvirD9 101,7 DEF 116,3 DEFGH 37,6 BCDEF 6,4| BCDEFG 86,1 CDEF 99,3 BCD
T3 LEML-TvirD8 101,6 DEF 109,8 HIJK 40,9 BCDE 7 BCD 90,7 BCDE 104,2 BC
T4 EMZL-TvirD10 114,6 AB 127 AB 35,2 CDEF 4,6 HIJ 73,7 DEFGHI 56,3 JKL
T5 EMZL-TvirD9 108 ABCDEF 123,5 ABCD 36,9 BCDEF 7 BCD 58,9 IJK 70,6 GHIJ
T6 EMZL-TvirD8 106,8 ABCDEF 115,3 EFGHI 42,4 BC 7,6 BC 90,2 BCDE 99 BCD
T7 OPL-Tvir D10 116,2 A 1149 EFGHIJ 33,5 CDEF 3,8 J 43,3 K 78,6 EFGH
T8 OPL-Tvir D9 109,1 ABCDEF 113 FGHIJ 37,4 BCDEF 5 GHIJ 59,1 IJK 109,4 B
T9 OPL-Tvir D8 102,7 BCDEF 104,8 K 39,5 BCDEF 56| DEFGHI 64,9 HIJ 114 B
T10 | SCPLGL-ThzD10 106,6 ABCDEF 118 DEFG 34,4 CDEF 5 GHIJ 56,2 IJK 70,2 GHIJ
T11 SCPLGL-ThzD9 101,9 CDEF 1114 GHIJK 37,6 BCDEF 6,4| BCDEFG 78,1 | CDEFGH 87,5 DEF
T12 SCPLGL-ThzD8 100 F 107,4 JK 39,2 BCDEF 6,9 BCDE 91,6 BCD 104,9 BC
T13 | LEML-PchcimD10 116,7 A 129 A 30,3 F 5,3 EFGHIJ 43,2 K 51,1 KL
T14 LEML-PchcimD9 112,8 ABCD 117,7 DEFG 36,5 BCDEF 6,7 BCDEF 69,2 FGHI 64,3 HIJK
T15 LEML-PchcimD8 112,4 ABCDE 115,2 EFGHI 41,8 BCD 8 AB 83,7 CDEFG 81,8 EFG
T16 | TB2CL-PchcimD10 113,3 ABCD 124 ABCD 33,7 CDEF 6,6 | BCDEFG 50,3 JK 48,9 KL
T17 | TB2CL-PchcimD9 110 ABCDEF 120,4 BCDEF 39,1 BCDEF 7 BCD 65,2 HIJ 57,9 IJKL
T18 | TB2CL-PchcimD8 108,3 ABCDEF 117,1 DEFGH 45,2 B 7,1 BCD 72,5 EFGHI 107,8 BC
T19 | TB1CL-PchctnlaD10 | 115,9 A 126,2 ABC 31,2 EF 4,4 1J 77,4 | CDEFGH 47 L
T20 | TB1CL-PchctnlaD9 114,2 AB 121,9 ABCDE 35 CDEF 51 FGHIJ 67,5 GHIJ 55,2 JKL
T21 | TB1CL-PchctnlaD8 108,9 ABCDEF 119 CDEFG 40,8 BCDE 6 CDEFGH 93,3 BC 72,1 FGHI
T22 | LTrML-PchcimD10 113,7 ABC 126,8 AB 32 DEF 4,3 1J 86,7 CDEF 55,8 JKL
T23 | LTrML-PchclmD9 110,5 ABCDEF 118,7 CDEFG 35,3 BCDEF 55| DEFGHI 106,5 B 70,9 GHIJ
T24 | LTrML-PchclmD8 100,6 EF 108,3 1IIK 39,7 BCDEF 7,1 BCD 107,1 B 110,7 B
T25 TESTIGO 79,2 G 84,4 L 56,6 A 9,4 A 190,8 A 201,7 A
Medias con una letra comun en cada columna no son significativamente diferentes segun Tukey (p < 0.05). El recuadro

coloreado muestra para cada variable analizada los valores altamente significativos con una letra igual.
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5. DISCUSION

5.1. Evaluacioén de los aislados de hongos nemat6fagos Trichoderma
spp. y Pochonia spp., en condiciones in vitro.

5.1.1. Prospeccion

La prospeccion realizada en la provincia de Loja que se presenta en el cuadro 4
permitié obtener 4 aislados pertenecientes al género Trichoderma y 4 aislados
del género Pochonia, en muestras de los cantones Zapotillo, Loja, Catamayo y
Gonzanama, en un rango altitudinal de 165 a 2171 m.s.n.m. El género
Trichoderma fue encontrado en La Era cantdon Loja, Sacapalca cantdn
Gonzanama y Obrapia cantdn Loja, sectores con diferentes tipos de suelos,
pisos altitudinales y clima; estos resultados son concordantes con Rodriguez
(1990) citado por Martinez (2013) quien inform6 que Trichoderma se encuentran
presente en todas las latitudes, desde las zonas polares hasta la ecuatorial. Esta
distribucion tan amplia y su plasticidad ecologica estan estrechamente
relacionadas con la alta capacidad enzimatica que poseen para degradar
sustratos, un metabolismo versatil y resistencia a inhibidores microbianos
(Samuels, 2010). Al respecto, Woo et al. (2006) menciona que se pueden
obtener cepas de Trichoderma spp., en praderas, bosques, desiertos y en suelos
de diferentes zonas climaticas; y, en un rango de pH desde 5,5 a 8,5 aunque los
valores 6ptimos se encuentran entre 5,5-6,5, en suelos con éptimo de 60% de la

capacidad de retencion de humedad (Besoain, 2005).

Los aislados del género Pochonia spp., obtenidos de las mismas muestras de
suelos y raices en las cuatro zonas de la provincia de Loja, con condiciones
edaficas y climaticas similares a las referidas para los aislados de Trichoderma
en el cuadro 4. Esta especie esta referida como un parasito facultativo que habita
en forma natural en suelos supresivos (Kerry, 2004; Manzanilla-Lopez, 2017).
Los resultados son coincidentes con las investigaciones referidas por Hidalgo-

Diaz (2000) quien realiz6 una prospeccion en suelos las dos principales regiones

de Cuba, una seca y calida al Este (con temperaturas de 28°C a 32°C y con 82
m s. n. m.) y la otra himeda y fria al centro del pais con temperaturas (con 21°C

a 26°C y con 125 m s. n. m) e identific6 Pochonia chlamydosporia var.
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Chlamydosporia (Goddard) Gams y Zare; Pochonia chlamydosporia var.
catenulata (Kamyschko ex Barron & Onions) Zare y Gams; y Pochonia
suchlasporium. Otros estudios realizados por Hidalgo-Diaz (2013) afirman que la
mayor frecuencia de aislamientos de P. chlamydosporia se encuentran en
hébitats poco perturbados y ricos en materia organica. En Ecuador se reportan
resultados de aislados de P. chlamydosporia en sistemas agricolas de la
provincia de Loja y Zamora Chinchipe (Solano et al., 2014; Castillo y Medina,
2014; Duarte, 2015).

5.1.2. Evaluacion in vitro de los aislados de Trichoderma spp.

Los resultados del bioensayo para la evaluacion de la efectividad parasitica de
los aislados de Trichoderma sobre huevos y larvas de M. incognita en
condiciones in vitro (cuadro 5) mostraron diferencias estadisticas entre
tratamientos. El parasitismo en huevos demostré elevados porcentajes de
efectividad superiores a 70 %, los mas destacables fueron T1y T31 con 87,6 %
y 88,8 % respectivamente, mientras que el testigo no presento parasitismo. Los
resultados confirman la efectividad biorreguladora de Trichoderma contra
nematodos del género Meloidogyne por medio de sus mecanismos fisicos y
guimicos mediante hifas y enzimas (Talavera et. al, 2014). Trichoderma parasita
al fitopatdgeno mediante enrollamiento, ganchos y cuerpo de tipo apresorio, que
penetran la pared celular por accion hidrolitica de las enzimas quitinasas y
glucanasas (Zeilinger y Omann, 2007). Este hongo produce enzimas capaces de
degradar la cuticula de los insectos constituida de quitina, teniendo en cuenta
gue la quitina también esta presente en la cuticula de los huevos de nematodos
(El huevo de Meloidogyne presenta una capa vitelina externa, una capa media
de quitina y una capa interna de glicolipidos) y también en menor cantidad en Jz
(Bokhari, 2009; Jin 2005); Ademas, los estudios realizados por Sharon et al
(2007, demuestran que las enzimas extracelulares tales como quitinasas y
proteasas con actividad antifingica participan en la interaccién de M.
javanica y Trichoderma spp. ( Jin 2005; Bokhari, 2009).

El parasitismo de los aislados sobre sobre J> (cuadro 5) presenté porcentajes
similares en relaciébn al parasitismo sobre huevos, los tratamientos mas
destacables que alcanzaron un parasitismo mayor a 70 % son los mismos que

presentaron mayor parasitismo en huevos, que corresponden a las
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concentraciones mas altas 1x10°, destacando el T28 y T29 con un 81,3 % y 80
%, respectivamente, ambos tratamientos pertenecientes a la cepa proveniente
de Sacapalca y en concentraciones de 1x10°y 1x108. Estos resultados se deben
a la gran capacidad de las especies nematofagos del género Trichoderma para
producir antibiéticos volatiles y no volatiles (Howell, 2003). Al respecto, Pérez et
al., (2006) afirman que Trichoderma spp., es un biorregulador efectivo contra
nematodos del género Meloidogyne por accién de sus enzimas e hifas. Ademas,
Las cepas de Trichoderma se diferencian entre si por los niveles de expresion
de las enzimas hidroliticas, lo cual determina sus caracteristicas antagonicas
(Reyes et al, 2002; Howell, 2003; Zeilinger, 2007). Por otra parte, hay evidencias
gue algunas cepas de T. harzianum Rifai, pueden afectar a los nematodos
formadores de agallas de dos modos: parasitismo directo sobre J> y por la
produccion de metabolitos toxicos (Spiegel et al., 2005; Sharon et al., 2011;
Martinez et al. 2013).

A manera de conclusion, los resultados del estudio concuerdan con lo planteado
por otros autores (Sharon, 2007; Hernandez, 2014), quienes informan que
Trichoderma spp., posee la habilidad de parasitar diferentes estadios del ciclo de
vida de Meloidogyne, al interactuar con J2, hembras y huevos e interfiriendo en
el proceso de reproduccion; ademas, el efecto de las enzimas y metabolitos de
Trichoderma sobre nematodos pueden ocurrir en el suelo, en el interior de las

raices o sobre la superficie de esta (Castillo-Algarate, 2014).

5.1.3. Evaluacion in vitro de los aislados de Pochonia spp.

Los resultados del bioensayo para la evaluacién de la efectividad parasitica de
los aislados de Pochonia sobre huevos y larvas de M. incognita en condiciones
in vitro (cuadro 6) mostraron diferencias estadisticas entre tratamientos. La
mayor parte de los tratamientos evidenciaron porcentajes de efectividad
superiores a 70%, los mejores son T13 y T16 con 90.8% y 89,6%
respectivamente con la concentracion de 1x10° mientras que el parasitismo
sobre J> de los mismos aislados de P. chlamydosporia alcanzaron porcentajes
bajos en todos los tratamientos en un rango de 14. 7% (T9) a 50.3 (T13). Al
respecto, se han realizado varios estudios relacionados con el parasitismo de

Pochonia spp., sobre nematodos formadores de quistes (Lopez-Llorca y
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Claugher, 1990; Lépez-Llorca y Robertson, 1992) y sobre especies de
nematodos agalladores de la raiz (Manzanilla-L6pez et al., 2017). Los resultados
obtenidos confirman el potencial de P. chlamydosporia como agente de control
biolégico en huevos de Meloidogyne spp., mediante varios mecanismos de
accion parasitica tales como a) hifas las que en contacto con el huevo forman
una red de anastomosis, b) a través de enzimas secretadas in situ por el hongo
gue debilitan la cascara del huevo antes de que penetren las hifas vegetativas,
c¢) por medio de un apresorio seguido de una hifa de penetracion que perfora la
cascara de huevo y forma un bulbo de infeccion (Lopez-Llorca y Robertson 1992;
Kumar et al., 2012; Manzanilla-L6pez et al., 2017); d) a través de enzimas
extracelulares que facilitan el parasitismo de los huevos de nematodo y no
depende Unicamente de la formacion del apresorio. Ademas, se informa que la
colonizacion de Pochonia chlamydosporia sobre huevos le permite obtener
nutrientes, especialmente los azucares disponibles en el huevo como fuente de
carbono, la trehalosa por ejemplo, esta disponible en la cascara del huevo y en
menor cantidad en los juveniles, que tiene como funcion la proteccion de
nematodos contra la desecacién, en condiciones de anhidrobiosis garantiza la

latencia juvenil (Wharton, 2011).

Las razones expuestas explican la selectividad de Pochonia para parasitar
huevos de Meloidogyne spp., y en menor cantidad en los juveniles J2; asi, por
ejemplo, filtrados fungicos de P. chlamydosporia provocaron una mortalidad de
J> del 13% aproximadamente en M. javanica (Ayatollahy et al., 2008); mientras
gue otro estudio con el filtrado de P. chlamydosporia caus6é una mortalidad del
60% en M. javanica J. después de 48 h de exposicion (Shamim et al., 2012).
Esta variabilidad parasitica sobre estados juveniles J2, puede ser atribuida a las
diferencias de efectividad intraespecificas de los aislados y las concentraciones
de esporas utilizadas, en todo caso los porcentajes de parasitismo en J2 siempre

son inferiores al parasitismo sobre huevos.

5.1.4. Caracterizacion morfolégicay determinacién taxondémica

Con respecto a la caracterizacion morfolégica de las mejores cepas se logré
determinar que cuatro aislados corresponden al género Trichoderma, y cuatro
aislados al género Pochonia caracteristicas concuerdan con las claves

taxondmicas referenciadas (Gams y Zare, 2001; Luangsa et al., 2011). Debido a
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qgue las caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microscopicas son

variables, no permiten discriminar entre especies con seguridad.

Para la identificacion morfoldgica tanto macroscépica como microscoépica, la
descripcion resultante de los aislados evaluados del género Trichoderma
coinciden con las descripciones generales hechas por Harman (2001) y Samuels
(2006) quienes describen al género Trichoderma con conidiéforos hialinos
ramificados, fidlides simples o en grupos, conidios de 3 a 5 um de diametro,
generalmente ovalados, unicelulares, de rapido desarrollo en medios sintéticos.
Tiene la capacidad de producir clamidosporas en sustratos naturales que, son
unicelulares, pero pueden unirse entre dos o mas. Estas estructuras son de vital
importancia para la sobrevivencia del género en el suelo bajo condiciones

adversas.

En cuanto a la morfologia macroscopica las cepas presentan poca variacion
entre ellas, Aunque las cepas no son de la misma localidad presentaron
pigmentacion similar, tal es el caso de C1 Y C2 y C4. Las cepas cl, c2y c4
presentaron de 2 a 3 anillos mas marcados, concéntricos bien definidos, con una
coloracion blanca (micelio) bien distintiva y verdes (conidios). Estos aislados
mostraron la formacion tipica de anillos concéntricos, cubri6 totalmente la caja a
los 5 dias de observacion, lo cual concuerda con descripciones realizadas por
otros autores sobre este hongo (Chaverri et al., 2003; Jaklitsch, 2015). A los
cinco dias tomd una tonalidad verde oscura, de aspecto granular abundante,
registro concordante con lo enunciado por Acurio (2016) Trichoderma viride
esporulo tomando un color verde de textura granular, con conidiéforos
ramificados visibles alrededor de la pustula. Los aislados no presentaron el olor
caracteristico a coco; sin embargo, al inverso de las colonias se puede observar
visiblemente una coloracibn marrén - amarillenta. La cepa C3 presento
pigmentacion mas tenue y opaca en tono blancos, las colonias tuvieron
apariencia aterciopelada en sus etapas tempranas, el micelio presentd un color
blanco sin embargo eventualmente fue desarrollando un color blanco verdoso
hasta verde oliva, la colonia no present6é gran elevacion en comparacion a las
C1 C2 C4, tuvo un aspecto aplanado. Después de 5 dias de incubacién a 28-C
las colonias presentaron un radio de 9 cm y cubriendo toda la superficie de la

caja Petri y fueron densas en el centro y se tornaron ondulatorias en los anillos.
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Todas las caracteristicas mencionadas anteriormente fueron comparadas con
las descripciones realizadas por Gams y Bissett,(1998), asi como también por
las descritas por (Samuels et al., 1998, 2006), mismas que concuerdan y
corresponden a la especie de Trichoderma harzianum, asi mismo estudios
describen que las colonias de T. harzianum (Rifai), crecen y maduran
rapidamente a los cinco dias de incubacion en medio de cultivo agar de dextrosa
y papa (PDA) a 25°C. (Pandey y Tewari, 1990 ; Samuels, 2006)

La observacion microscopica muestra en la Cl1l, C2 C4, hifas hialinas,
conidioforos largos con ramificacién, fidlides anchas por el centro y alargadas en
la base agrupadas piramidalmente, conidios globosos de pared lisa con un
tamafo 3,3 a 4,1 y abundantes clamidosporas terminales, caracteristicas que
revelan un acercamiento a Hypocrea perteneciente al anamorfo de T.viride
segun (Chaverri y Samuels, 2002; Druzhinina y Kubicek, 2005). Todo lo
anteriormente descrito fue comparado con las claves de identificacion
taxonomicas tanto de (Samuels et al., 1996) como de (Gams y Bissett, 1998) y

concuerdan con la especie Trichoderma viride.

En la Figura 7 cepa C3 presentd conidios ligeramente ovoides, dispuestas en
roseta en grupos de 4 a 6, clamidosporas abundantes y globosas, hifas hialinas
alargadas perpendiculares conidiéforos ramificados de color verde, presentan
diversas ramificaciones perpendiculares, en algunos casos se observa la
formacion de ramas laterales en grupos de dos a tres, ubicadas en un angulo
amplio. El tamafio de sus conidios va de 2,7-3,4 um de diametro, sus fialides
presentan un tamafio que va desde 6 X3 um. la mayoria generalmente ovalados,
unicelulares, coloreados (usualmente verdes) con presencia de clamidosporas.
Esta descripcion se asemeja la dada por Bissett (1991) y Hoog (2000) que
describe a Trichoderma Harzianum con un sistema de ramificacion que tiene una
apariencia piramidal. Las fialides son largas y delgadas, solitarias a lo largo del
eje, asimétricas, con un tamafio de 6,3-15,6 x 2,7-3,4 um., con verticilos
terminales de hasta 4 conidios de un tamafio aproximado de 3,8-4 x 3,1-3,7 um,
con forma citriforme y subglobosos. Sus Clamidosporas son intercalares y
formadas por el micelio sumergido, subglobosos, de pared dentada, color verde

suave y un tamafio de 12,5-10 um. como resultado entre T. harzianum y T. viride
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concluimos que es el arreglo de conidios, ya que T. harzianum presenta cabezas
conidiales y paredes poco mas lisas y conidios de mucho menor tamafio que T.

viride.

Para los aislados de Pochonia spp., en la caracterizacibn macroscoépica, las
colonias fueron similares, presentaron formacioén de anillos diferenciados a
excepcion de la cepa 3 su crecimiento se dio de manera irregular. Las cepas
alcanzaron una altura de 2 mm, la coloracion de todas las cepas fue blanquecina
con tonos ocre y amarillentos, al reverso de la caja se observé una tonalidad
central amarillo-marrén su crecimiento es relativamente lento que va de 0.5 mm
cada 24 horas. Observaciones coincidentes con lo descrito por Hidalgo (2013)
las colonias de Pochonia chlamydosporia, en agar son de color blanco o
blanquecino a amarillo ocre y algodonoso. Es un hongo de crecimiento
relativamente lento que alcanza hasta 0,3 cm por dia segun la incubacion

temperatura ambiente.

Microscopicamente presenta fidlides simples verticiladas de 17-24 pm de
longitud, 2-2,5 um en la base y en el extremo de 0,5 um. en cuanto a la C1, C2,
C3 presentaron conidios dispuestos en falsas cabezas en el extremo de las
fidlides, predominantemente redondos y elipsoidales de tamafio 3-4 um x 2-2,5
pm. Presencia de clamidosporas con tamafio que va desde 15-23 pum de longitud
y 17-27 um de didmetro estas descripciones coincidieron con la realizada por
Hidalgo-Diaz (2000) para aislamientos cubanos P. chlamydosporia var.
chlamydosporia. La C4, en contraste a esto, presentd conidios dispuestos en
cadenas de forma globosos y subglobosos (Zare et al., (2001), indicaron que los
conidios en P. chlamydosporia var. catenulata son globosos a subglobosos y
dispuestos en cadenas; mientras que, los de la var. chlamydosporia, son mas
elipsoidales y dispuestos en falsas cabezas. No obstante, estos autores
consideraron que la disposicion de conidios en cadenas o falsas cabezas, no
tienen el peso suficiente para la separacion en especies diferentes y las

mantienen como variedades. (Hidalgo,2013)

Asi tenemos que, las caracteristicas morfolégicas pueden variar entre un aislado
y otro. Por tal razén, la ubicacién taxonémica de las especies resulta dificil

cuando se emplean solo aspectos morfolégicos y en la actualidad se usa las
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herramientas moleculares para la identificacion correcta de las especies a nivel

de género (Chaverri y Samuels, 2003; Stocco, 2014).

5.2. Seleccién de aislados nematéfagos Trichoderma spp., y Pochonia
spp., sobre M. incognita (Kofoid & White) en condiciones de invernadero
Los resultados del cuadro 7, muestran diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos y en relacion al testigo, lo cual evidencia la influencia de los

aislados en el comportamiento de las plantas de los diferentes tratamientos.

ALTURA DE PLANTA. La variable Altura de planta, para los diferentes aislados
de Trichoderma spp. y Pochonia chlamydosporia, presenta un comportamiento
similar expresado en la similitud de datos, asi por ejemplo para Trichoderma spp.
el rango de altura estéa entre 100 cm y 116.2 cm, destacando el tratamiento T6
con la maxima altura, mientras que para P. chlamydosporia el rango de altura va
desde 100.6 cma 116.7 cm, destacando el tratamiento T13 con la maxima altura,
sin embargo, el testigo que no presento inoculaciéon alcanzé una altura de 79,2
cm de planta; se evidencia una relacién directa entre los mayores valores de
altura con las concentraciones mas altas de los tratamientos. Estos resultados
obtenidos se sustentan con lo referido por Windham et al., (1986), quienes
afirman que Trichoderma produce un factor regulador de crecimiento sobre
plantas de tomate, tabaco y rabano. Por su parte, Sharon (2007) sugiere que la
promociéon del desarrollo se debe a que Trichoderma tiene la capacidad de
solubilizar el manganeso sin importar el pH del medio ni la disponibilidad del
mismo. Estos autores sefialan que este microelemento es requerido para varias
funciones fisiologicas, tales como la fotosintesis, el metabolismo del nitrégeno y
la sintesis de los compuestos aromaticos como precursores de aminoacidos y
hormonas, de fenoles y de lignina; resaltando que el Manganeso juega un papel

importante en el crecimiento y la resistencia a enfermedades de las plantas.

La accion similar de Pochonia sobre esta misma variable, se sustenta con lo
referido por (Monteiro, 2013), quien sostiene que este hongo protege a la planta
contra la accién del nematodo en la rizosfera y tiene la capacidad de colonizar
las raices. Ademas, el hongo promueve el crecimiento de las plantas al aumentar

la absorcion de nutrientes, por ejemplo P. chlamydosporia aumenta hasta en un
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24.5% la absorcion de fésforo por la planta por su capacidad para solubilizar este
nutriente, lo cual puede llevar a una cascada de beneficios para la planta, por
ejemplo, mejora el crecimiento y reduce el tiempo de floracion y produccion
(Zavala-Gonzalez et al., 2015). Otros estudios relacionados, demuestran que se
produjo un aumento del crecimiento con una sola aplicacion de un aislado nativo
de P. chlamydosporia en la concentracion de 5 x 10° clamidosporas/g suelo)
para reducir el nUmero de R. reniformis en raices de algoddén y suelo bajo
condiciones de invernadero (Wang et al., 2005). Sin embargo, se produjo un
efecto negativo en el crecimiento de la planta de papa cuando el hongo y M.
incognita se inocularon simultdneamente (Manzanilla-L6pez et al., 2011).

PESO DE MASA FOLIAR. En esta variable agronomica los resultados
expuestos (cuadro 7) presentan diferencia estadistica entre tratamientos y en
comparacion al testigo cuyo peso alcanzado fue de 84,4 g. Todos los aislados
se ubican en un rango de 108 g a 129 g por planta, se destacan con valores
altamente significativos, los tratamientos T4, T5, T12, T16, T19, T20, T22, que
registran pesos entre 121 g a 129 g, con la concentraciéon mas alta de 1x10%°,
los mas destacados son T4 (Trichoderma) y T13 (Pochonia). Los resultados
coincidieron con los obtenidos por (Preethi et al., 2016) quienes informaron que
en los tratamientos donde se aplicé T. harzianum se produjeron incrementos en
la masa fresca y seca total de las plantas al comparar el agente biologico con el
control. En cuanto a P. chlamydosporia promueve el crecimiento de las plantas
al aumentar la absorcion de nutrientes. Por ejemplo, P. chlamydosporia, mejora
el crecimiento y reduce el tiempo de floracion, para que la planta se vuelva
productiva, por ende, el crecimiento vegetal provoca un mayor peso de masa

foliar (Zavala-Gonzalez et al., 2015; Manzanilla- Lépez, 2017).

PESO DE RAIZ. Los datos para la variable peso de raiz (cuadro 7) se demuestra
gue los aislados incidieron en el desarrollo del sistema radical con diferencias
significativas entre los tratamientos y en comparacion al testigo. Todos los
aislados evaluados alcanzaron promedios entre 30,3 g y 56.6 g, destacando con
alta significancia el Testigo T25 que obtuvo un peso de raiz de (56,6 g), y se
observa que los tratamientos inoculados con la mayor concentracion presentan

el peso de raiz mas bajo, lo cual se explica porque a mayor concentracion de
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esporas existe mayor porcentaje de control tanto de huevos como de larvas que
incide en una disminucion del nivel de agallamiento y volumen de tejidos;
mientras que los tratamientos con menor concentracion de inoculo fangico
presentan el mayor peso de raiz, debido al incremento de masa y volumen de
tejidos (hiperplasias) provocados por los nematodos formadores de agallas.
Estos resultados se afirman sobre lo enunciado por Taylor y Sasser (1978),
quienes refieren que inicialmente las raices infectadas con Meloidogyne,
presentan mayor peso debido a la presencia de agallas y nudosidades,
posteriormente, las raices comienzan su proceso de descomposicion,
deshidratacion y se inhibe el crecimiento de nuevas raices, reduciéndose su
peso al estar mayormente parasitadas. Al respecto, estudios realizados por
Karssen y Moens (2006) demuestran que las agallas estan formadas por el
conjunto de células gigantes como consecuencia de una hipertrofia e hiperplasia
celular, los vasos de la xilema se bloquean e inducen la multiplicacion de nuevas
células corticales aumentadas en tamafio y niumero, produciéndose la agalla. El
tamafo de la agalla esta relacionado con la planta hospedante, niumero de
juveniles J. y la especie; ademas, la invasion a las raices ocurre con los estados
juveniles, la migracion intercelular y alimentacion de células gigantes (Caillaud
et al., 2008; Marin, 2012).

INDICE DE AGALLAMIENTO. En la variable indice de agallamiento, se observo
gue los tratamientos presentan menor indice de agallamiento con las
concentraciones altas de 1x10%9, con diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos y en relacién al testigo, sobresalen con la misma significancia los
tratamientos T7, T20y T19 con IA de 3.8, 4.3y 4.4 respectivamente, destacando
de entre ellos con el menor IA el T7 correspondiente a Trichoderma,
concentracion 1x10%° con una reduccién de 42,2% con relacion al testigo, los
demas tratamientos se ubican en un rango de 4.3 a 7.6 con promedio de 6.0. Los
resultados relativamente elevados de IA, podrian ser explicados de manera
general, por la elevada poblaciéon de inéculo del nematodo (3000 Jz/planta), al
reducido numero de aplicaciones y a la frecuencia de aplicacién de los indculos
fungicos (al momento del trasplante y 41 dias después del trasplante), lo cual
probablemente permiti6 a la poblacion de nematodos sobrevivientes de la

primera aplicacion un segundo ciclo reproductivo e incremento poblacional. Los
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aislados con mayor efectividad con seguridad poseen una gran capacidad
parasitica y accion endofitica en el sistema radicular y estan dentro de los
intervalos informados en diversos trabajos para estas especies de hongos
(Hashem, 2011; Vigiano,2014). Estudios similares realizados con T. harzianum,
(Santana et al., 2016) lograron reducir el indice de agallamiento en 53,5%. En
cuanto a los aislados de P. chlamydosporia, estos redujeron el indice de
agallamiento hasta en un 54,3% con aislado mas Pch-001.

POBLACION DE J, X10 g DE RAICES. En la variable poblacién de J2/10 g de
raiz, los tratamientos presentan un rango entre 43.3 J> a  107.1 J,, los
tratamientos con mayor significancia estadistica fueron T5, T7, T10, T13, T16
por presentar las menores poblaciones en los sistemas radicales en contraste
con el testigo que presentd una poblacion de 190,8 J»/ 10 g raices. Estos
resultados se deben segun (Jiram et al., 2018) a que los hongos producen
compuestos nematicidas o nematostaticos que ayudan a regular densidades de
nematodos en el suelo, ademas el hongo se alimenta de los exudados de las
raices, las raices son protegidas por el hongo y al mismo tiempo reducen o
eliminan las fuentes de alimento para las J> de Meloidogyne, impidiendo el
ingreso del nematodo a la raiz, variando este tipo de proteccion segun la especie
de Trichoderma (Howell, 2003).

Sobre este mismo tema, Barfios et al.,(2010) obtuvo una reduccion significativa
del grado de infestacion de Meloidogyne spp.., con reducciones de 2.0 y 1.94
grados a los 80 dias después del trasplante, usando T. viride y T. harzianum;
trabajos similares utilizando férmulas comerciales de dos cepas de T. virens
(Jiram et al., 2018) obtuvieron efectos supresores que oscilaron de 87 a 89.14%
en la disminucion de huevos por un gramo de raiz, lo cual incide en una
disminucion directa de J- y el 1A. Solano et al., (2014) en trabajos realizados para
control biolégico del nematodo M. incognita con aislados de Trichoderma y
Pochonia, obtuvieron una reduccion entre 45,8% para PI-002 y 65,6% para
Pch005. De igual manera, el trabajo realizado por Camacho et al., (2007)
permitié6 demostrar que, el hongo provee el control de la poblacién del nematodo
al parasitar los huevos y reducir significativamente la multiplicacion de las
generaciones subsecuentes del nematodo, con registros de cero eclosiones

debido a la presencia de P. chlamydosporia entre los restos de la matriz
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gelatinosa adherida a los huevos, el cual posiblemente coloniz6 a los huevos
desde etapas tempranas del desarrollo embrionario.

POBLACION DE J,/100CC DE SUELO. En cuanto a la variable poblacion de
Jo/100cc de suelo, los resultados presentan diferencia estadistica entre
tratamientos y en comparacion al testigo. Todos los aislados se ubican en un
rango de 47J> a 109,4 J> por planta, el tratamiento de mayor significancia
estadistica con la menor poblacién (47J2) fue T19 con concentracion1x10'°, el
testigo, por su parte registra el valor mas alto (201.7 J.). Los resultados obtenidos
se afianzan en trabajos similares (Howell, 2003) que sostienen que la accion
nematéfaga de los Trichoderma se basa principalmente en parasitar los huevos
y asi reducir significativamente la multiplicacion de las generaciones
subsecuentes del nematodos; estudios relacionados con P. Chlamydosporia
confirman que, cuando este hongo se libera en el suelo, esta expuesto a los
factores abioticos fluctuantes en el campo produciendo una eficacia a largo plazo
(Mananilla-Lopez,2017). Un estudio ha demostrado que cuando el hongo se
aplica a un suelo estéril dias antes del cultivo de tomate y del nematodo, hay un
mejor control (Olinda, 2014). La explicacion detras de esto es que el hongo tiene
mas tiempo para colonizar el suelo y parasitar el nematodo en ausencia del
huésped (Manzanilla-Lépez, 2017). Diferentes investigaciones sobre las
poblaciones de J> en suelo, confirman el beneficio que produce la reduccion de
J2 a nivel de campo: Salazar et al., 2013 sostiene que Una Pi mayor a los 620
nematodos/100 g de suelo redujeron el rendimiento a menos de 1,02 kg de frutos

por planta, lo que ocasiona pérdidas econémicas.

A modo de discusion final, se piensa que el potencial enzimatico de Trichoderma
spp. Y Pochonia spp. para detener el proceso infeccioso de los patdgenos es
mucho mayor de lo que se describe, pues sélo el hongo Trichoderma secreta
mas de 70 metabolitos, entre ellos sustancias estimuladoras del crecimiento y
desarrollo de las plantas (Howell, 2003). De la misma manera, P. chlamydosporia
es un hongo especifico de huevos, pero en condiciones de campo no es
dependiente de manera vital de los huevos de nematodos para su nutricion, ya
gque se puede asociar a diversos sustratos como quitina, celulosa, oosporas
fungicas y huevos de babosas, asi como es capaz de vivir y proliferar en las

raices de las plantas (Lopez-Llorca et al., 2002; Manzanilla-L6pez, 2017).
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6. CONCLUSIONES

e La fase de prospeccion permiti6 obtener cuatro aislados del género
Trichoderma spp. (LEML-Tvir, EMZL-Tvir, OPL-Tvir correspondientes a
Trichoderma viride y una SCPLGL-Thz correspondiente a Trichoderma
harzianum) y cuatro aislados del género Pochonia spp. (TB2CI-Pchcim,
TB2CI-Pchclm, LTrML-Pchclm, correspondiente a P. chlamydosporia var.
chlamydosporia y TB1CL-Pchctnla correspondiente a P. chlamydosporia var.
catenulata) interactuando en los sistemas radicales agallados y en suelo
rizosférico de plantaciones de tomate en zonas productoras de la provincia de
Loja.

e Las evaluaciones in vitro permitieron seleccionar cuatro aislados autéctonos
de Trichoderma spp., (LEML-Tvir, EMZL-Tvir, OPL-Tvir, SCPLGL-Thz) con
accion parasitica sobre huevos de M. incognita entre 70% a 88,8% y sobre
juveniles J> con porcentajes similares en un rango relativamente menor que

va de 70% a 81,3%, con la mayor concentracion de esporas.

e Las evaluaciones in vitro permitieron seleccionar cuatro aislados autoctonos
de Pochonia spp., (LEML-Pchclm, TB2CI-Pchclm, TB1CL-Pchctnla, LTrML-
Pchclm) con accion parasitica especifica sobre huevos de M. incognita en un
rango de 70% a 90.8% con la mayor concentracion de esporas, lo cual
demuestra la alta selectividad parasitica del hongo sobre huevos de

nematodos agalladores.

e Las evaluaciones en condiciones de invernadero, permitieron seleccionar por
su accién biorreguladora de M. incognita y su incidencia en el desarrollo
agronomico de las plantas, tres aislados del hongo Trichoderma (EMZL-Tvir,
OPL-Tvir, SCPLGL-Thz cédigos de aislados) y cuatro aislados de Pochonia
chlamydosporia (TB2CI-Pchcim, TB1CL-Pchctnla, LTrML-Pchclm) con la

mayor concentracion de esporas.
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7. RECOMENDACIONES
e Evaluar en condiciones de campo los aislados que presentaron niveles altos
de parasitismo en los ensayos in vitro e invernadero, con el fin de seleccionar

cepas altamente eficientes en el control del nematodo agallador M. incognita.
* Realizar estudios de caracterizacion bioquimica y molecular para
complementar la determinacion taxondémica a nivel de especies de los

aislados de los dos géneros de hongos nematéfago evaluados.

» Establecer protocolos para la conservacion in vitro de los aislados obtenidos

en la fase de prospeccion de este trabajo.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Escala de evaluacion de indice de agallas para el nematodo
agallador (Escala de Bridge y Page, 1980).
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Anexo 2. Prospeccion en los sectores productores de la provincia de Loja.

s =, AR G S

Figura 13. Seleccion de muestras
de raiz y suelo de tomate

Anexo 3. Observacion del parasitismo de Trichoderma spp.

Figura 14. A) Parasitismo de los Figura 15. B) Parasitismo de los
aislados de Trichoderma spp., sobre | aislados de Trichoderma spp.,
huevos de Meloidogyne incognita. sobre juveniles J, de

Meloidogyne incognita
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Anexo 4. Observacion del parasitismo por parte de Pochonia spp.

Figura 16. A) Parasitismo de los
aislados de Pochonia spp., sobre
huevos de Meloidogyne incognita.

Figura 17. B) Parasitismo de los
aislados de Pochonia spp., sobre
juveniles J, de Meloidogyne
incognita.

Anexo 5. Montaje del bioensayo en condiciones In vitro, Loja 2018

Figura 18. A) Colocacién de la
masa de huevo y la dilucién
fangica en siracusa.

Figura 19. B) Evaluacion de la
capacidad parasitica de los
aislados.
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Anexo 6. Proceso de la masificaciéon de los aislados, Loja. 2018

Figura 20. A) Siembra de
aislamientos
en botella

Figura 21. B) Secado de
aislamientos fungicos en arroz
partido estéril

Anexo 7. Preparacion de bioensayo en condiciones de invernadero, Loja
2018.

Figura 22. A) Esterilizaciéon de Figura 23. B) Preparacion de
sustrato semillero
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Figura 24. C) Preparacion del
in6culo de los aislados
Biocontroladores

Figura 25. D) Preparacién del
in6culo del nematodo Meloidogyne

Figura 26. E) Proceso de tutoraje a
las plantas de tomate

Figura 27. F) Inoculacion de los
aislados al sustrato de la plata

Anexo 8. Evaluacion de las variables del bioensayo en condiciones de
invernadero. Loja. 2018.

Figura 28. A) Evaluacion de la
variable peso de maza foliar.

Figura 29. B) Evaluacion del indice
de agallamiento.
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Anexo 9. Parasitismo de huevos de Meloidogyne incognita, por aislados
nativos del hongo nematé6fago Trichoderma spp., en condiciones in vitro,
Loja. 2018

PARASITISMO EN HUEVOS DE LOS AISLADOS DE TRICHODERMA A LAS 120 HR (INOCULO DE HUEVOS 50)

REPETICIONES o%4HP
TTO CODIGO 1 2 3 4 5

1 LEML-TvirD9 45 48 46 47 33 87,6
2 LEML-TvirD8 40 38 36 33 34 72,4
3 LEML-TvirD7 35 36 37 33 37 71,2
4 LTRML-TsppD9 33 37 35 30 39 69,6
5 LTRML-TsppD8 33 33 34 35 37 68,8
6 LTRML-TsppD7 37 33 34 33 33 68
7 TAThLED9 35 35 33 33 37 69,2
8 TAThLEDS 35 34 34 35 33 68,4
9 T4ThLED7 32 37 34 33 33 67,6
10 TB2CL-TsppD9 36 33 33 33 34 67,6
11 TB2CL-TsppD8 33 31 34 34 36 67,2
12 TB2CL-TsppD7 35 32 32 33 35 66,8
13 EMZL-TvirD9 32 30 40 46 40 75,2
14 EMZL-TvirD8 38 35 38 35 35 72,4
15 EMZL-TvirD7 36 34 37 33 35 70
16 T2TATR166D9 33 35 35 36 35 69,6
17 T2TATR166D8 27 32 33 33 31 62,4
18 T2TATR166D7 30 29 33 30 31 61,2
19 T5TvirC27D9 33 36 33 32 33 66,8
20 T5TvirC27D8 31 34 30 20 27 56,8
21 T5TvirC27D7 27 26 28 27 23 52,4
22 T3TKT19D9 31 31 32 34 29 62,8
23 T3TKT19D8 35 29 30 29 32 62
24 T3TKT19D7 31 34 30 30 30 62
25 T1TIL15D9 37 33 34 34 36 69,6
26 T1TIL15D8 33 40 30 32 35 68
27 TiTIL15D7 28 33 34 37 33 66
28 OPL-TvirD9 39 38 38 40 39 77,6
29 OPL-TvirD8 39 38 36 39 39 76,4
30 OPL-TvirD7 39 38 37 39 37 76
31 SCPLGL-ThzD9 49 46 44 40 43 88,8
32 SCPLGL-ThzD8 39 38 40 43 35 78
33 SCPLGL-ThzD7 39 40 40 32 32 73,2
34 Tsg 0 0 0 0 0 0
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Anexo 10. Parasitismo en J,de Meloidogyne incognita, por aislados
nativos del hongo nematé6fago Trichoderma spp., en condiciones in vitro,
Loja. 2018

PARASITISMO EN HUEVOS DE LOS AISLADOS DE TRICHODERM J2 A LAS 120 HR (INOCULO INICIAL DE 40 J2)

TTO CODIGO REPETICIONES %HP
1 2 3 4 5
1 LEML-TvirD9 43 47 49 44 49 77
2 LEML-TvirD8 43 43 44 45 47 74
3 LEML-TvirD7 47 43 44 43 43 73
4 LTRML-TsppD9 41 40 43 39 43 69
5 LTRML-TsppD8 40 42 41 40 40 68
6 LTRML-TsppD7 45 34 41 38 38 65
7 TAThLED9 40 40 43 41 42 69
8 TAThLEDS 40 44 45 40 39 69
9 TAThLED7 35 36 43 43 42 66
10 TB2CL-TsppD9 42 40 40 40 44 69
11 TB2CL-TsppD8 39 37 37 44 46 68
12 TB2CL-TsppD7 45 38 36 43 38 67
13 EMZL-TvirD9 42 40 44 46 50 74
14 EMZL-TvirD8 48 45 48 45 32 73
15 EMZL-TvirD7 46 39 47 37 45 71
16 T2TATR166D9 43 45 40 36 45 70
17 T2TATR166D8 37 42 43 43 41 69
18 T2TATR166D7 40 39 43 40 41 68
19 T5TvirC27D9 39 44 42 42 43 70
20 T5TvirC27D8 41 44 43 30 37 65
21 T5TvirC27D7 45 36 40 37 33 64
22 T3TKT19D9 41 41 42 44 39 69
23 T3TKT19D8 45 39 40 39 42 68
24 T3TKT19D7 41 44 38 36 40 66
25 T1TIL15D9 38 41 44 44 42 70
26 T1TIL15D8 43 42 40 42 37 68
27 T1TIL15D7 38 39 36 37 43 64
28 OPL-TvirD9 49 48 48 50 49 81
29 OPL-TvirD8 49 48 47 49 47 80
30 OPL-TvirD7 49 39 37 49 49 74
31 SCPLGL-ThzD9 49 50 50 42 42 78
32 SCPLGL-ThzD8 49 39 40 43 45 72
33 SCPLGL-ThzD7 49 46 34 40 40 70
34 Tsg 0 0 0 0 0 0
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Anexo 11. Parasitismo de huevos de Meloidogyne incognita, por aislados
nativos del hongo nematéfago Pochonia spp., en condiciones in vitro,
Loja. 2018

PARASITISMO EN HUEVOS DE LOS AISLADOS DE POCHONIA A LAS 120 HR (INOCULO DE HUEVOS 50)
REPETICIONES %HP
TTO CODIGO 1 2 3 4 5
1 LEML-PchcimD9 42 40 39 42 40 81,2
2 LEML-PchcimD8 39 38 40 37 34 75,2
3 LEML-PchcimD7 35 36 34 38 38 72,4
4 PCHO001D9 30 30 37 39 33 67,6
5 PCH001D8 30 33 34 36 33 66,4
6 PCHO001D7 30 34 37 32 32 66
7 PCH002D9 35 35 35 34 35 69,6
8 PCH002D8 33 36 30 38 37 69,6
9 PCH002D7 37 33 37 30 36 69,2
10 TB2CL-PchcimD9 45 43 43 31 40 80,8
11 TB2CL-PchcimD8 36 39 42 39 39 78
12 TB2CL-PchcimD7 37 36 36 43 40 76,8
13 TB1CL-PchctnlaD9 48 43 44 45 47 90,8
14 TB1CL-PchctnlaD8 41 39 40 42 40 80,8
15 TB1CL-PchctnlaD7 38 41 40 39 41 79,6
16 LTrML-PchcimD9 44 48 44 43 45 89,6
17 LTrML-PchcimD8 40 44 49 40 48 88,4
18 LTrML-PchcimD7 42 39 40 41 40 80,8
19 NZO2(S)VD9 38 33 33 37 31 68,8
20 NzO2(S)vD8 37 36 31 29 26 63,6
21 NzO2(S)vD7 28 37 36 24 29 61,6
22 Tsgo 0 0 0 0 0 0

Anexo 12. Parasitismo en J, de Meloidogyne incognita, por aislados
nativos del hongo nemat6fago Pochonia spp., en condiciones in vitro,

Loja. 2018
PARASITISMO EN HUEVOS DE LOS AISLADOS DE POCHONIA J2 A LAS 120 HR (INOCULO INICIAL DE 40 J2)
REPETICIONES %HP
TTO CODIGO 1 2 3 4 5
1 LEML-PchcimD9 26 25 25 25 21 40,7
2 LEML-PchcimD8 20 22 26 20 22 36,7
3 LEML-PchcimD7 23 22 19 14 25 34,3
4 PCHO001D9 23 23 26 22 26 40,0
5 PCHO001D8 20 20 23 21 22 35,3
6 PCHO01D7 15 14 13 16 15 24,3
7 PCHO002D9 17 16 15 12 13 24,3
8 PCH002D8 16 14 11 15 10 22,0
9 PCH002D7 11 8 9 7 9 14,7
10 TB2CL-PchcimD9 36 26 22 21 20 41,7
11 TB2CL-PchcimD8 29 20 22 22 16 36,3
12 TB2CL-PchcimD7 21 16 23 22 20 34,0
13 TB1CL-PchctnlaD9 33 34 22 40 22 50,3
14 TB1CL-PchctnlaD8 24 26 26 26 20 40,7
15 TB1CL-PchctnlaD7 23 22 24 20 26 38,3
16 LTrML-PchcimD9 34 32 32 20 26 48,0
17 LTrML-PchcimD8 20 31 25 22 13 37,0
18 LTrML-PchcimD7 17 20 22 24 23 35,3
19 NZO2(S)VD9 17 23 18 19 21 32,7
20 NZO2(S)VD8 20 21 25 12 10 29,3
21 NZO2(S)VD7 14 15 17 14 18 26,0
22 Tsgo 0 0 0 0 0 0,0
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Anexo 13. Efecto de aislamientos, sobre la variable altura de planta en tomate, en invernadero. Loja. 2018.

EVALUACION DE LOS AISLADOS EN CONDICIONES DE INVERNADERO SOBRE LA VARIABLE ALTURA DE PLANTA (cm)

REPETICIONES %HP
TTO CODIGO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1 LEML-TvirD10 106 108 107 108 109 108 107 109 107 109 107,8
T2 LEML-TvirD9 101 103 102 102 101 102 102 100 102 102 101,7
T3 LEML-TirD8 102 100 100 101 101 102 104 103 100 103 101,6
T4 EMZL-TvirD10 114 115 116 115 113 115 116 115 113 114 114,6
15 EMZL-TvirD9 109 107 108 108 108 109 107 108 107 109 108
T6 EMZL-TvirD8 107 108 105 107 106 105 106 107 109 108 106,8
7 OPL-Tvir D10 115 116 114 118 118 116 117 115 117 116 116,2
T8 OPL-Tvir D9 100 99 101 199 97 98 100 99 98 100 109,1
T9 OPL-Tvir D8 96 100 107 103 106 99 108 100 105 103 102,7
T10 SCPLGL-ThzD10 108 106 104 107 109 108 106 105 106 107 106,6
T11 SCPLGL-ThzD9 103 100 102 103 103 101 102 102 102 101 101,9
T12 SCPLGL-ThzD8 98 100 99 99 96 105 104 97 99 103 100
T13 LEML-PchcimD10 116 117 118 120 114 117 114 115 116 120 116,7
T14 LEML-PchcimD9 118 117 112 105 115 106 112 111 116 116 112,8
T15 LEML-PchcimD8 106 111 117 112 112 118 103 110 113 122 112,4
T16 TB2CL-PchcimD10 117 119 111 110 110 111 115 111 115 114 1133
T17 TB2CL-PchcimD9 109 113 111 117 110 109 113 110 105 103 110
T18 TB2CL-PchcimD8 108 104 102 111 110 105 107 117 106 113 108,3
T19 TB1CL-PchctnlaD10 103 122 115 120 110 114 119 120 121 115 115,9
T20 TB1CL-PchctnlaD9 112 115 114 111 117 119 115 114 113 112 114,2
T21 TB1CL-PchctnlaD8 100 109 114 115 107 109 111 103 117 104 108,9
T22 LTrML-PchcimD10 117 108 117 108 118 110 114 112 115 118 113,7
T23 LTrML-PchcimD9 105 110 117 110 110 107 113 105 115 113 110,5
T24 LTrML-PchcimD8 91 103 104 105 107 114 97 98 95 92 100,6
T25 TESTIGO 80 82 80 72 77 88 87 75 76 75 79,2
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Anexo 14. Efecto de aislamientos, sobre la variable peso de area foliar en plantas de tomate, en invernadero. Loja. 2018.
EVALUACION DE LOS AISLADOS EN CONDICIONES DE INVERNADERO SOBRE LA VARIABLE PESO DE BIOMAZA FOLIAR (g)
REPETICIONES %HP
TTO CODIGO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1 LEML-TvirD10 120 118 117 120 119 120 117 117 118 120 118,6
™ LEML-TvirD9 116 114 117 115 116 117 117 119 115 117 116,3
T3 LEML-TwrD8 108 110 111 109 108 110 110 109 108 115 109,8
T4 EMZL-TvirD10 125 125 127 129 128 129 126 125 127 129 127
TS5 EMZL-TvirD9 121 124 123 122 123 126 123 125 126 122 123,5
T6 EMZL-TwirD8 116 115 114 116 114 115 117 115 116 115 115,3
ivd OPL-Tvir D10 115 115 116 114 116 113 115 116 115 114 114,9
T8 OPL-Tvir D9 113 112 113 114 113 112 112 114 114 113 113
T9 OPL-Tvir D8 104 101 103 108 100 104 103 107 108 110 104,8
T10 SCPLGL-ThzD10 117 118 119 119 118 117 117 118 120 117 118
T11 SCPLGL-ThzD9 113 111 112 112 113 112 111 112 112 106 111,4
T12 SCPLGL-ThzD8 108 107 105 106 106 107 108 105 106 116 107,4
T13 LEML-PchcimD10 127 130 130 133 128 135 120 120 130 137 129
T14 LEML-PchclmD9 121 121 120 110 120 115 120 110 120 120 117,7
T15 LEML-PchclmD8 117 111 95 127 122 111 117 129 112 111 115,2
T16 TB2CL-PchcimD10 112 128 130 123 121 130 114 121 124 137 124
T17 TB2CL-PchclmD9 130 118 120 120 118 122 120 117 119 120 120,4
T18 TB2CL-PchcimD8 115 120 117 123 120 112 122 115 116 111 117,1
T19 TB1CL-PchctnlaD10 112 129 125 122 133 135 132 127 127 120 126,2
T20 TB1CL-PchctnlaD9 118 118 130 131 132 120 114 110 117 129 121,9
™1 TB1CL-PchctnlaD8 120 114 125 127 110 113 123 115 130 113 119
™2 LTrML-PchcimD10 111 139 125 130 123 124 130 130 132 124 126,8
™3 LTrML-PchclmD9 114 121 127 120 120 115 112 115 123 120 118,7
24 LTrML-PchclmD8 105 108 106 106 114 123 103 105 105 108 108,3
T25 TESTIGO 82 85 85 80 88 87 82 86 80 89 84,4

87




Anexo 15. Efecto de los aislamientos, sobre la variable peso de raiz en plantas de tomate, en invernadero. Loja. 2018.

EVALUACION DE LOS AISLADOS EN CONDICIONES DE INVERNADERO SOBRE LA VARIABLE PESO DE RAIZ (g)

REPETICIONES

%HP

TTO CODIGO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tl LEML-TvirD10 48 44 45 35 30 33 32 33 26 23 34,9
T2 LEML-TvirD9 32 43 42 31 32 38 34 39 43 42 37,6
T3 LEML-TvirD8 38 49 37 38 46 46 39 37 36 43 40,9
T4 EMZL-TvirD10 37 43 34 39 38 32 36 30 32 31 35,2
T5 EMZL-TvirD9 34 38 36 34 40 36 37 39 37 38 36,9
T6 EMZL-TvirD8 39 36 44 46 48 48 45 44 38 36 42,4
7 OPL-Tvir D10 35 36 34 32 35 25 40 42 31 25 33,5
T8 OPL-Tvir D9 37 44 46 34 41 40 34 36 27 35 37,4
9 OPL-Tvir D8 32 36 41 39 44 45 41 41 40 36 39,5
T10 SCPLGL-ThzD10 34 36 30 38 34 36 28 39 35 34 34,4
T11 SCPLGL-ThzD9 40 32 35 38 39 37 42 36 40 37 37,6
T12 SCPLGL-ThzD8 38 38 33 45 47 34 45 38 36 38 39,2
T13 LEML-PchcimD10 32 33 32 19 36 20 38 33 21 39 30,3
T14 LEML-PchcimD9 44 38 44 42 32 35 35 27 38 30 36,5
T15 LEML-PchcimD8 46 40 52 61 30 52 25 29 43 40 41,8
T16 TB2CL-PchcimD10 22 36 22 37 27 56 27 38 28 44 33,7
T17 TB2CL-PchcimD9 39 48 34 43 35 35 30 36 41 50 39,1
T18 TB2CL-PchcimD8 42 47 50 47 42 41 52 36 64 31 45,2
T19 TB1CL-PchctnlaD10 30 34 30 32 30 30 29 33 30 34 31,2
T20 TB1CL-PchctnlaD9 45 39 35 44 38 26 33 29 29 32 35
T21 TB1CL-PchctnlaD8 40 41 31 54 48 42 29 40 41 42 40,8
T22 LTrML-PchclmD10 29 30 30 30 32 34 27 25 36 47 32
T23 LTrML-PchclmD9 31 37 33 33 32 37 38 38 35 39 35,3
T24 LTrML-PchcimD8 34 40 30 46 34 44 43 42 46 38 39,7
T25 TESTIGO 62 56 60 56 57 59 55 51 58 52 56,6
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Anexo 16. Efecto de aislamientos, sobre la variable indice de agallamiento en raices en plantas de tomate, en invernadero.
Loja. 2018.

EVALUACION DE LOS AISLADOS EN CONDICIONES DE INVERNADERO SOBRE LA VARIABLE INDICE DE AGALLAMEINTO (Escala de Bridge y Page)

REPETICIONES o%4HP
TTO CODIGO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1 LEML-TvirD10 6 5 5 5 4 6 6 4 5 6 5,2
T2 LEML-TvirD9 5 6 7 6 7 7 5 6 6 9 6,4
T3 LEML-TvirD8 7 7 6 6 7 8 8 7 7 7 7
T4 EMZL-TvirD10 4 4 4 5 5 5 5 4 5 5 4,6
15 EMZL-TvirD9 7 7 8 7 6 7 8 6 6 8 7
T6 EMZL-TvirD8 7 8 8 8 7 8 8 7 7 8 7,6
T7 OPL-Tvir D10 4 4 4 6 6 4 2 2 2 4 3,8
T8 OPL-Tvir D9 4 6 5 4 5 5 6 5 5 5 5
T9 OPL-Tvir D8 6 4 5 5 4 5 6 7 7 7 5,6
T10 SCPLGL-ThzD10 5 5 6 5 4 6 5 5 5 4 5
T11 SCPLGL-ThzD9 4 6 7 5 7 7 7 7 7 7 6,4
T12 SCPLGL-ThzD8 7 8 7 6 7 6 7 7 7 7 6,9
T13 LEML-PchcimD10 6 5 4 4 5 7 4 6 5 7 53
T14 LEML-PchcimD9 7 6 7 6 7 7 8 6 7 6 6,7
T15 LEML-PchcimD8 7 8 7 8 8 9 8 9 8 8 8
T16 TB2CL-PchcimD10 6 7 7 8 7 6 6 5 8 6 6,6
T17 TB2CL-PchcimD9 8 7 6 8 6 8 7 8 5 7 7
T18 TB2CL-PchcimD8 6 8 7 8 7 6 8 7 7 7 7,1
T19 TB1CL-PchctnlaD10 4 5 6 3 6 4 4 4 4 4 4,4
T20 TB1CL-PchctnlaD9 5 7 4 5 4 6 6 4 6 4 51
T21 TB1CL-PchctnlaD8 8 6 4 8 7 7 5 7 4 5 6,1
T22 LTrML-PchcimD10 4 4 4 4 3 3 6 7 5 3 43
T23 LTrML-PchcimD9 8 7 4 7 6 7 4 4 4 4 5,5
T24 LTrML-PchclmD8 6 8 8 5 8 4 8 8 8 8 7,1
T25 TESTIGO 9 9 10 10 10 10 10 10 10 10 9,8
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Anexo 17. Efecto de aislamientos, sobre la variable poblacion de raices en 10 gr de raices en plantas de tomate, en
invernadero. Loja. 2018.

EVALUACION DE LOS AISLADOS EN CONDICIONES DE INVERNADERO SOBRE LA VARIABLE POBLACION DE J2 EN 10 g DE RAIZ

REPETICIONES

%HP

TTO CODIGO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1 LEML-TvVirD10 61 66 65 62 62 66 63 66 62 87 66
T2 LEML-TvirD9 91 80 85 84 86 87 86 85 88 89 86,1
T3 LEML-TvirD8 60 93 93 94 100 98 104 95 73 97 90,7
T4 EMZL-TvirD10 79 73 82 85 79 77 50 89 53 70 73,7
5 EMZL-TvirD9 70 7 70 0 80 91 9 80 95 87 58,9
T6 EMZL-TvirD8 68 90 94 98 81 93 90 100 98 90 90,2
T7 OPL-Tvir D10 44 44 44 50 40 45 43 42 40 41 433
T8 OPL-Tvir D9 60 65 64 60 67 60 53 61 52 49 59,1
T9 OPL-Tvir D8 73 60 65 62 64 64 66 62 64 69 64,9
T10 SCPLGL-ThzD10 52 56 62 49 61 53 67 52 50 60 56,2
T11 SCPLGL-ThzD9 81 73 70 81 84 78 70 75 90 79 78,1
T12 SCPLGL-ThzD8 95 92 81 93 91 95 92 94 100 83 91,6
T13 LEML-PchcimD10 42 47 46 41 40 43 40 42 45 46 43,2
T14 LEML-PchcimD9 74 72 76 70 65 71 72 64 68 60 69,2
T15 LEML-PchcimD8 79 70 94 96 82 97 98 70 91 60 83,7
T16 TB2CL-PchcimD10 41 43 49 40 44 39 40 45 80 82 50,3
T17 TB2CL-PchclmD9 68 66 62 63 60 71 70 65 67 60 65,2
T18 TB2CL-PchclmD8 62 75 70 70 70 73 78 77 72 78 72,5
T19 TB1CL-PchctnlaD10 81 76 75 88 69 75 82 73 79 76 77,4
T20 TB1CL-PchctnlaD9 61 59 60 73 60 69 72 80 96 45 67,5
T21 TB1CL-PchctnlaD8 97 93 92 87 95 95 98 95 90 91 93,3
T22 LTrML-PchcimD10 89 91 80 97 83 80 89 81 80 97 86,7
T23 LTrML-PchcimD9 99 103 105 107 104 101 103 108 129 106 106,5
T24 LTrML-PchcimD8 117 101 102 106 103 102 109 105 103 123 107,1
T25 TESTIGO 197 194 183 196 185 177 190 199 194 193 190,8
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Anexo 18. Efecto de aislamientos, sobre la variable poblacion de nematodos en 100 c® de suelo en plantas de tomate, en
invernadero. Loja. 2018

EVALUACION DE LOS AISLADOS EN CONDICIONES DE INVERNADERO SOBRE LA VARIABLE POBLACION DE J2 EN 100 cc DE SUELO

REPETICIONES o%HP
TTO CODIGO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1 LEML-TvirD10 90 91 98 89 88 98 92 93 91 94 92,4
T2 LEML-TvirD9 102 100 101 98 101 92 95 101 100 103 99,3
T3 LEML-TvirD8 102 106 103 105 108 104 100 104 109 101 104,2
T4 EMZL-TvirD10 61 60 43 56 55 52 68 50 62 56 56,3
T5 EMZL-TvirD9 63 65 66 72 70 72 71 81 72 74 70,6
T6 EMZL-TvirD8 88 102 102 97 98 103 102 100 102 96 99
i OPL-Tvir D10 73 72 89 78 75 74 82 79 79 85 78,6
T8 OPL-Tvir D9 114 94 109 108 116 101 120 105 111 116 109,4
T9 OPL-Tvir D8 110 118 110 139 116 118 102 103 101 123 114
T10 SCPLGL-ThzD10 56 82 79 83 68 66 61 78 67 62 70,2
T11 SCPLGL-ThzD9 86 81 67 84 99 84 91 99 101 83 87,5
T12 SCPLGL-ThzD8 103 99 100 102 110 100 109 112 108 106 104,9
T13 LEML-PchcimD10 59 52 41 43 45 47 62 53 57 52 51,1
Ti4 LEML-PchcimD9 82 84 86 61 70 58 69 58 34 41 64,3
T15 LEML-PchcimD8 73 80 77 81 87 98 81 79 82 80 81,8
T16 TB2CL-PchcimD10 48 55 52 48 51 54 44 57 41 39 48,9
T17 TB2CL-PchcimD9 54 51 53 61 58 57 63 50 73 59 57,9
T18 TB2CL-PchcimD8 100 102 114 102 101 121 108 109 91 130 107,8
T19 TB1CL-PchctnlaD10 49 49 43 34 47 55 42 51 52 48 47
T20 TB1CL-PchctnlaD9 51 43 57 54 61 67 45 59 52 63 55,2
T21 TB1CL-PchctnlaD8 79 77 83 83 63 63 63 72 68 70 72,1
T22 LTrML-PchcimD10 60 52 60 54 43 63 67 42 62 55 55,8
T23 LTrML-PchclmD9 32 58 32 88 87 90 86 80 88 68 70,9
T24 LTrML-PchcimD8 102 102 111 105 123 112 119 101 119 113 110,7
T25 TESTIGO 203 219 212 165 197 195 217 212 197 200 201,7
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Anexo 19. Formulario de prospeccion en el campo
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