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l. AISLAMIENTO DE HONGOS NATIVOS PARA EL MANEJO DE

NEMATODOS FITOPARASITOS DE LA RIZOSFERA DEL _TOMATE

RINON (Lycopersicum sculentum L.)

1. INTRODUCCION

El tomate rifion (Lycopersicum sculentum L.) es un cultivo de importancia econémica para
el pais, el area cultivada corresponde a 2972 Ha. El 81,15% del total de la superficie
cultiva con tomate rifién se ubican en la region sierra, existiendo 496 Ha. en la provincia
de Chimborazo. (INEC, 2014)

La parroquia rural San Luis perteneciente al cantén Riobamba Provincia de Chimborazo,
es mayoritariamente agricola ya que dedica gran parte de su superficie a esta actividad, de
acuerdo al Plan de Ordenamiento Territorial el tomate rifidn ocupa el segundo lugar en
superficie cultiva con 450,26 Ha, lo que vislumbra la importancia del cultivo en la
generacion de ingresos para sus habitantes. Sin embargo el manejo intensivo del cultivo,
mediante el uso de diferentes productos de sintesis quimica tales como Carbofuran,
Carbosulfan, Chlorpyrifos, etc. que por su amplio espectro de accién causan una drastica
alteracion en el equilibrio microbioldgico del suelo, los cuales a pesar de exhibir varios
grados de especificidad hacia patdgenos de plantas en el suelo; su accién rara vez se limita
al patdgeno. El efecto completo es la esterilizacion parcial, causando cambios cualitativos
y cuantitativos de la microflora del suelo pudiendo verse gravemente afectados por largos
periodos. (AGRONEGOCIOS, s.f)

Entre los organismos habitantes del suelo se encuentran los nematodos, animales
invertebrados constituidos por una amplia gama de especies. Se los ha ubicado dentro de
cuatro grandes grupos troficos. 1) Microvoros, que se alimentan de bacterias (bacterivoros)
y hongos (fungivoros), Il) Herbivoros, que se alimentan de las raices de las plantas

(aunque algunas especies parasitan tallos y hojas); 11l Omnivoros y IV predadores, que se



alimentan de otros organismos edaficos (incluidos otros nematodos) y pueden ser

importantes en la supresion de especies plaga o invasoras. (Campos-Herrera et al. 2008).

Dentro del campo agricola, las especies fitoparasitos merecen especial atencion, y aunque
ellos corresponden a un grupo pequefio, alrededor del 4%, se estima que reducen la
produccién agricola mundial entre un 12% y un 20%. (Talavera, 2003). Meloidogyne spp.
es la especie més diseminada y abundante en el Ecuador, es considerada una especie
cosmopolita, establecida tanto en ambientes tropicales como templados. Segun INIAP
(2003) y Eguiguren y Défaz (1992), en Ecuador los nematodos causan pérdidas de 60% y

75%, respectivamente, bajo condiciones de invernadero.

Para el control de estas plagas, se suelen aplicar pesticidas peligrosos de sintesis quimica,
gue ponen en riesgo la salud de productores, consumidores y medio ambiente (Roman, J.;
Acosta, N. 1984), por ello, se requiere nuevas estrategias de control, tales como el uso de
organismos antagonistas, solos o en combinacion (Agnenin 2011, Khan et &l. 2011, Soto-
Barrientos et &l. 2011).

Entre los antagonistas de nematodos, se menciona a mas de 200 especies de hongos
descritos alrededor del mundo, los cuales presentan un alto potencial como controladores
bioldgicos (Kerry 2000). De acuerdo con su estrategia de captura, estos hongos se dividen
en predadores o atrapa nematodos, endoparasitos (Barrén 1977), parésitos de huevos y
hembras y productores de toxinas (Li et al. 2000). Con el propdsito de contar con
alternativas para el manejo de nematodos fitoparasitos del cultivo tomate (Lycopersicum
sculentum L.) se realizd una coleccion de aislamientos de hongos nativos procedentes de

su rizosfera.



A. JUSTIFICACION

En Ecuador el cultivo de tomate rifidn es de importancia agricola ya que ocupa el cuarto
lugar por area sembrada dentro del cultivo de hortalizas, siendo una fuente de trabajo e

ingresos para los productores.

Este cultivo se ha visto afectado por diferentes problemas que disminuyen el rendimiento
del cultivo lo que se refleja en los ingresos para el agricultor, el nematodo agallador
(Meloidogyne spp. y Nacobbus spp.) es uno de los principales problemas debido a sus efectos
directos e indirectos sobre el cultivo, densidad poblacional y su distribucién en todos los

estratos geograficos.

A manera de ejemplo en la provincia de Imbabura el 87% de campos muestreados (31
campos y 22 invernaderos) se encuentran infestadas con la especie M. incognita con
niveles de poblacion baja (1 a 40 Nematodos/100 g de suelo), moderada (41 a 120
Nematodos/100 g de suelo), alta (121 a 150 Nematodos/100 g de suelo) y muy alta (> a
150 Nematodos/100 g de suelo) lo que indica la incidencia y severidad de esta plaga.
(Revelo, 2006).

Los nematodos agalladores causan pérdidas econémicas importantes, de estas el género
Meloidogyne es el de mayor relevancia en cultivos horticolas, Revelo (2006) estima que en

tomate rifidn se pueden llegar a producir pérdidas de 24-33%.

De manera generalizada se usan nematicidas de sintesis quimica para su control, aunque su
uso se ha visto limitado por sus altos costos, sumado a ello los efectos negativos que
pueden llegar a producir tales como provocar destruccion de enemigos naturales,
contaminacion de aguas subterraneas, resurgimiento de las poblaciones tratadas, posibles
efectos sobre la del hombre y el medio ambiente. Es por ello que se deben buscar

alternativas bioldgicas para establecer un programa de manejo integrado del cultivo.



B. OBJETIVOS

1. Objetivo General.

a. Obtener aislamientos de hongos para el manejo de nematodos fitoparasitos de la

rizosfera de tomate (Lycopersicum sculentum L.)

2. Obijetivos Especificos.

a. Aislar hongos del suelo con potencial nematéfago procedentes de 5 agro ecosistemas.

b. Evaluar la patogenicidad y virulencia de los aislamientos seleccionados.
C. HIPOTESIS
1. Nula

Ninguno de los aislamientos obtenidos de las muestras de suelo es capaz infectar y matar

nematodos.

2. Alternante

Al menos uno de los aislamientos obtenidos de las muestras de suelo es capaz infectar y

matar nematodos.

3. Problema

Ausencia de una coleccion de hongos nativos para el manejo de nematodos fitoparasitos de

la rizosfera de tomate (Lycopersicum sculentum L.) en la Provincia Chimborazo.



I1l.  REVISION DE LITERATURA

A. NEMATODOS FITOPARASITOS

Existen nematodos tanto de vida libre como parasitos. Se conocen 26.646 especies de
nematodos, distribuidas entre especies de vida libre (10.681); paréasitos de invertebrados
(3.501), de vertebrados (8.359) y de plantas (4.105) (Hugot et al., 2001).

En general, los nematodos fitoparasitos causan pérdidas anuales entre 11 y 14% en
cultivos de importancia econémica como leguminosas, granos, banano, yuca, coco,
remolacha azucarera, cafia de azlcar, papa, hortalizas y varios frutales, equivalentes a
US$80 billones/afio (Agrios, 2005).

Los nematodos fitoparasitos, segun el género, tienen en la regién anterior (cabeza) un
estilete hueco (estomatoestilete u odontoestilete) también llamado “lanza”, pero hay
algunos con estilete solido modificado (onquioestilete). El estilete es usado para penetrar
las células de las plantas y a través de €l extraer los nutrientes. (Maggenti, Perry y Moens,
2006).

1. Nematodos fitoparasitos del sistema radical
De acuerdo a Guzman, O., Zapata, J. y Estrada, B. (2012) los nematodos fitoparasitos del

sistema radical se clasifican en:

1.1. Ectoparasitos. Son los nematodos que se alimentan sin penetrar a las raices. En
general, los ectoparasitos son de mayor tamafio y con estiletes méas largos que los

endoparasitos.

Los ectoparasitos migratorios:

- Tienen un estilete generalmente largo.

- Se alimentan manteniendo el cuerpo fuera del tejido.

- Ponen los huevos individualmente en el suelo o en la rizésfera.
- Se alimentan de células corticales.

- Establecen relaciones parasiticas especializadas en algunos casos.



- Todos sus estados de desarrollo son parasiticos; como ejemplos de este grupo, estan los
géneros:  Hemicriconemoides,  Longidorus,  Trichodorus,  Paratrichodorus,

Belonolaimus, Criconemella, Xiphinema, Paratylenchus, entre otros.

Los ectoparasitos sedentarios:

- Tienen un cuerpo generalmente grueso y en forma de salchicha.

- Se alimentan por largo tiempo de una célula.

- Ponen los huevos dispersos en el suelo.

- Como los ectoparéasitos migratorios, todos sus estados de desarrollo son parasiticos.

- Como ejemplos representativos, estan los géneros Criconemella y Criconema.

1.2. Endoparasitos. Son los nematodos que penetran completamente dentro de las raices;
por consiguiente, se alimentan, se desarrollan y ponen los huevos en su interior o

adheridos a ellas.

Los endoparasitos sedentarios, se caracterizan por tener un estilete pequefio y delicado;
las hembras inmaduras y juveniles entran al tejido de la planta donde desarrollan un sitio
de alimentacién fijo e inducen la formacion de un sofisticado sistema trofico de células de
abrigo (cuidar, criar) llamado sincitia (células gigantes), se tornan inmoviles, adquieren
una forma abultada para formar y depositar los huevos. Los machos carecen de aparato
digestivo funcional. Como ejemplos representativos de este grupo, estan: Globodera,

Meloidogyne, Heterodera, Nacobbus, Punctodera y Cactodera.

Los endoparasitos migratorios, retienen su movilidad y no estan fijos en un sitio de
alimentacion dentro de los tejidos de la planta. Se alojan y migran a través de los tejidos,
no forman células modificadas de alimentacion, ni saco de huevos, y todos sus estados de
desarrollo son parasiticos. Ejemplos representativos de este grupo son: Hirschmanniella,
Radopholus y Pratylenchus.

B. PRINCIPALES NEMATODOS QUE AFECTAN AL TOMATE

De acuerdo con Hernandez (2010) los nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de

tomate rifion son: Aphelenchoides sp. Aphelenchus sp. Criconemoides sp Criconemella



spp. Ditylenchus sp. Helicotylenchus spp. Meloidogyne sp. Paratrichodorus sp.
Pratylenchus spp. Tylenchus sp. Xiphinema sp. Nacobbus sp.

1. Meloidogyne spp

1.1. Clasificacion taxonémica
Reino: Animal
Phylum: Nematoda
Clase: Secernentea
Orden: Tylenchida
Superfamilia: Tylenchoidea
Familia: Meloidogynidae

Género: Meloidogyne

Las especies mas comunes, econémicamente importantes y causantes del 90% de dafio a
cultivos agricolas, a nivel mundial, son: Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenariay
M. hapla (Eisenback et al., 1983).

La especie M. incognita es la dominante, otras especies identificadas de menor incidencia
son, M. javanica, M. graminicola, M. arenaria y M. hapla. En los campos cultivados del
pais, las poblaciones de nematodos agalladores se encuentran en mezclas de especies y
razas que a su vez estan en interaccion con otros géneros de nematodos, como

Rotylenchulus spp, Helicotylenchus spp y Pratylenchus spp (Trivifio, 1996).

Segun Eisenback et al., (1983), las principales caracteristicas de estas especies, basadas en

la morfologia de los modelos perineales de los genitales de hembras adultas, son:

Meloidogyne incognita. Arco dorsal alto, cuadrado y sin lineas laterales claramente

visibles, es la caracteristica determinante para identificar a esta especie.

Meloidogyne javanica. Arco bajo a redondeado y con lineas laterales bien visibles que
separan las estrias dorsales de las ventrales, es la caracteristica determinante para

identificar a esta especie; sin embargo, en ocasiones el arco puede ser alto.



Meloidogyne arenaria. Arco dorsal con “hombreras”, formadas por ondulaciones
pronunciadas de las estrias dorsales, cerca de las lineas laterales que son visibles, y las
estrias que se bifurcan, también cerca de las lineas laterales, son los caracteres mas

Importantes de esta especie.

Meloidogyne hapla. EI modelo perineal no presenta lineas laterales bien visibles; en
conjunto, presenta la forma de hexagono redondeado a dévalo aplanado y la presencia de

puntuaciones en el area en que termina la cola.

1.2. Ciclo de vida

El ciclo biolégico del género Meloidogyne es igual en todas sus especies y es
partenogenética (Eguiguren y Defas, 1992; Mugnier, 1998), comienza con un huevo
generalmente en estado unicelular, depositado por la hembra que estd completamente
incrustada en una raiz del hospedero por ser un endoparéasito sedentario. Los huevos son
depositados en una matriz gelatinosa cuya funcion es la de proteger y mantenerlos
agrupados sin contacto directo al medio ambiente, encontrandose méas de 1000 huevos en
una masa que puede ser mas grande que el cuerpo de la hembra. Bajo ciertas condiciones

favorables, él ciclo de vida lo puede completar entre 20 a 30 dias (Orion et al., 2001).

Una hembra es capaz de ovipositar entre 200 y 400 huevos y cada huevo da origen a una
larva. Dentro del huevo ocurre la primera muda formandose un juvenil del segundo estadio
(J2) de Meloidogyne spp., cuando los juveniles de este estadio se ponen en contacto con las
raices, a menudo entran inmediatamente y lo hacen por detras de la radicula, pero puede
suceder por cualquier sitio (Gheysen y Jones, 2006). Estos juveniles penetran la rigida

pared celular de la raiz mediante una combinacion de fuerzas fisicas y bioquimicas.

Las primeras, provocadas con el estilete y las segundas mediante enzimas peptoliticas y
celuloliticas, que ocasionan la ruptura de la pared celular. La penetracion puede ocurrir a
manera de infestacion multiple, donde varios J2 invaden una misma raiz, o de forma
individual (Davis et al., 2000). Bajo condiciones adversas de temperatura y humedad, los
huevos tienen el potencial de permanecer viables por varios meses al interior de las raices

afectadas.



Cuando el nematodo origina la formacién de agallas o nudosidades como consecuencia de
la hipertrofia e hiperplasia de los tejidos, las raices hospederas se convierten en sitios
primarios de alimentacion de los nematodos. Las células gigantes son densamente
citoplasmaticas y multinucleadas (He, Magill y Starr, 2005). La temperatura, humedad y

hospedero estan estrechamente relacionados con el ciclo de vida.

1.3. Distribucion geogréfica y rango de hospederos del género de Meloidogyne

El género Meloidogyne se encuentra distribuido en todo el mundo, pero con mayor
incidencia y severidad en regiones de clima calido y torrido e inviernos cortos y
moderados. No se conocen los habitas originales de las especies de este género. Ataca a
mas de 2000 especies de plantas incluyendo la mayoria de los cultivos (Agrios, 1988).

1.4. Distribucion de Meloidogyne en Ecuador

En Ecuador Meloidogyne esté distribuido en todos los estratos geograficos y M incognita
es la especie mas abundante con el 80 % de incidencia; las densidades poblacionales méas
altas se encuentran en las areas climaticas calidas incluyendo los Valles de la Sierra,
atacando alrededor de 800 plantas hospedantes incluyendo malezas (Trivifio, 2004;
Revelo, 2002).

En la region interandina las poblaciones mas altas se encuentran en los valles del Chota,

Catamayo y Santa Isabel (Trivifio et al., 1998).

Revelo (2002), sefiala que este género esta representado por cuatro especies cuya

distribucion y rango de hospederos es el siguiente:

Meloidogyne incognita se encuentra en las regiones de la costa, sierra y oriente. Parasita
raices de tomate rifién (Lycopersicum esculentum Mill), tomate de arbol (Cyphomandra
betacea Sendt), fréjol (Phaseolus vulgaris L.), col (Brassica oleraceal..), papaya (Carica
papaya), pimiento (Capsicum annuum L.), arveja (Pisum sativum), haba (Vicia faba L.),
tabaco (Nicotiana tabacum L.), babaco (Carica pentagonaHeilborn), banano (Musasp.),

alfalfa (Medicago sativa L.), grama, falsa naranjilla, guandul (Cajanus cajan), maiz (Zea
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mayz L.), mani (Arachis hypogeal), rosas en invernadero, varias clases de flores de

verano, naranjilla (Solanum quitoense Lam) y muchas malezas.

Meloidogyne javanica se encuentra en ciertos sectores de la costa. Parasita cafia de azlcar
y tomate.
Meloidogyne hapla se encuentra en ciertas zonas de la sierra. Parasita papa y actualmente

rosas en invernadero.

Meloidogyne arenaria se encuentra en ciertos sectores de la sierra. Parasita raices de

piretro y fréjol.

C. PERDIDAS QUE CAUSAN LOS NEMATODOS

Los nematodos fitopatdgenos causan en la produccion agricola un dafio anual estimado en
80 mil millones de dolares (Nicol et al., 2011), entre ellos destacan los nematodos
formadores de quistes y los nematodos agalladores.

El nematodo agallador de raices Meloidogyne spp. Es una plaga de importancia econémica
a nivel mundial. Se reportan pérdidas de la produccion por causa de este nematodos en
aproximadamente 115 mil millones de dolares anual. Los nematodos agalladores son
patdgenos con un amplio rango de huéspedes que incluye la mayoria de los cultivos de

importancia econdémica global (Jones et al., 2013).

De acuerdo a EUROSTAT (2014). Espafia el segundo productor de tomate (Solanum
lycopersicum) de la Unién Europea con un rendimiento de 3770,8 toneladas en 2013, uno
de los principales dafios que sufre el tomate, es el ataque por nematodos, especialmente

nematodos agalladores.

D. PROBLEMAS QUE CAUSAN LOS NEMATODOS EN TOMATE

Meloidogyne spp. en su segundo estadio (J2) penetra en las raices y aproximadamente en
48 horas forma agallas o hinchazones, donde se alojan las hembras adultas. Las plantas
bajo estas condiciones demuestran varios grados de enanismo, clorosis y tendencia a

marchitarse en condiciones de humedad (Eguiguren y Defas, 1992), limita los
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rendimientos de los cultivos susceptibles a Meloidogyne (Porazinska and Coleman, 1995).
Las plantas pueden mostrar un sistema radical poco desarrollado con una gran cantidad de
raices secundarias, deficiente anclaje y reducida capacidad de absorcién de agua y
nutrientes. Ademas, se puede observar florecimiento precoz y la disminucion en el peso de

la hoja y el tamafio del fruto (Jiménez et al., 2001).

1. Principales sintomas causados por nematodos fitoparasitos

Los sintomas pueden variar de acuerdo con el habitat parasitico del nematodo, la relacion
parasito hospedante y otros factores tales como la edad de la planta y sus condiciones
fisiologicas (Manzanilla-Lopez et al., 2004). Las infecciones causadas por nematodos
fitoparasitos pueden resultar en la aparicion de sintomas en raices y tejidos aéreos de las
plantas (Agrios, 2005).

1.1. Sintomas primarios ocasionados por nematodos que atacan el sistema radical

Los sintomas ocasionados por los nematodos fitoparasitos, generalmente no pueden ser
distinguidos de los ocasionados por otros organismos habitantes del suelo como hongos,
bacterias, protozoarios, insectos, etc., o los ocasionados por condiciones ambientales
adversas. Generalmente, los dafios causados por los fitonematodos en las raices son
reflejados en los tejidos aéreos como crecimiento deficiente de tallos, clorosis de hojas y
aun muerte de plantas, etc.; debido a una reducida absorcién de agua y nutrientes por las
raices secundarias, lo cual influye en el potencial de agua en las hojas, conductividad
estomatal, transpiracion y conductividad. (Seinhorst, 1981).

De acuerdo con Luc et al. (2005), Guzman-Piedrahita et al. (2009) y Perry et al. (2009),
los sintomas méas importantes causados por nematodos fitoparasitos que atacan el sistema

radical son:

- Menor cantidad y longitud de raices, especialmente las raices secundarias de
alimentacion atacada por Helicotylenchus dihystera

- Desarrollo anormal de raices:

- Nudos o agallas

- Raices abultadas (inflamadas) y redondeadas afectadas por Meloidogyne spp.
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- Raices con acumulacion anormal de particulas
- Supresion del crecimiento de raices como Meloidogyne spp.
- Formacion de costras o verrugas en raices

- Hiperplasia de raices como en tomate afectado por Meloidogyne spp.

1.2. Sintomas secundarios de nematodos que atacan el sistema radical.

Los sintomas son similares a los causados por cualquier dafio que interfiere con el soporte
fisico y la absorcion de agua y nutrientes; resultando en varios sintomas de deficiencia de
acuerdo con las caracteristicas quimicas y fisicas del suelo, disponibilidad de agua y
nutrientes, la parte de la planta involucrada, la especie del hospedante y el nematodo
mismo (Jenkins & Taylor, 1967).

Situaciones que conducen a que se incremente el tiempo de siembra a floracion, de
floracion a cosecha, entre floraciones y entre cosechas, ademas de reducirse la longevidad
de las plantas. También se presenta reduccién del tamafio de las plantas, nimero de hojas,

rendimiento y vida productiva del cultivo (Araya, 2003; Gowen et al., 2005).

Los sintomas son usualmente mas pronunciados si las plantas estan ya afectadas por
condiciones de crecimiento adversas o estan siendo atacadas por otros patdgenos.
(Guzman et al., 2012)

Cuando las plantas crecen en condiciones Optimas y son fuertemente atacadas por
fitonematodos, pueden mostrar sintomas leves en la parte aérea. Bajo tales circunstancias,
los nematodos se reproducen mejor y pueden representar una amenaza oculta y severa para

los cultivos subsiguientes (Manzanilla-Lépez et al., 2004; Agrios, 2005).

Asi mismo, de acuerdo con Gowen et al. (2005) los sintomas secundarios en la parte aérea

de las plantas ocasionados por nematodos que atacan el sistema radical son:

- Reduccion del crecimiento (enanismo)
- Amarillamiento del follaje (clorosis), similar a sintomas de deficiencias nutricionales
- Marchitamiento o flacidez de hojas como en tomate atacado por Meloidogyne spp.

- Muerte prematura de plantas
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- Disminucién en el numero de hojas y muerte progresiva de la planta
- Reduccion de la vida atil del cultivo y como consecuencia, disminucion del

rendimiento y calidad del producto cosechado

1.3. Manejo de poblaciones de Meloidogyne

El manejo de altos niveles poblacionales de Meloidogyne, al igual que otros géneros de
nematodos fitoparésitos puede ser reducido con el empleo de nematicidas, rotacion de
cultivos, inundacion del lote a cultivar, secamiento del suelo, barbechos limpios de
malezas, uso de plantas antagonicas como Crysanthemum spp, Tagetes spp, Ricinus

communis, Crotolaria juncea (McSorley, 1999).

En el suelo existen hongos y bacterias que en forma natural atacan a los nematodos, entre
estos estan reportados: Paecilomyces lilacinus, P. oxalicum, Catenaria spp, Verticillium
spp, Stagonospera spp, Poma spp (Kim & Rigges, 1999), Penicillium anatolicum y
Aspergillus niger (Chen y Dickson, 1977). La bacteria Pasteuria penetrans esta
determinada como un enemigo potencial del nematodo agallador y se encuentra distribuida

ampliamente en los campos horticolas de la region Litoral del Ecuador (Trivifio, 2004).

E. HONGOS NEMATOFAGOS COMO AGENTES DE BICONTROL.

Los nematodos han sido blancos primarios para el control bioldgico debido a su
importancia como plaga. En este sentido, algunos hongos y bacterias se han mostrado
como antagonistas. Segun Timper (2000) la accion de los antagonistas introducidos puede

ser alta por la rapidez y supresién sustancial de la poblacién de nematodos.

Rodriguez, Boube y Young (1991) manifiestan que existen biocontroladores como los
géneros de hongos Arthrobotrys Catenaria, y Arthrobotrys oligospora, que forman

estructuras miceliales que pueden inmovilizar o destruir al neméatodo.

Fernandez et al. (2000) indican que en Cuba se brinda una panoramica de la situacion
actual y perspectivas de las alternativas de control de nematodos para cada cultivo,
considerando los aspectos legales, culturales, genéticos, fisicos, quimicos y manejo

integrado. lgualmente, sefiala el estado actual de desarrollo de agentes biocontroladores
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como es el caso de los hongos Pochonia chlamydosporia var. chlamydosporia,

Trichoderma spp, Arthrobotrys spp y Paecilomyces spp.

Castellano (2001) manifiesta que los hongos nemat6fagos aparecen en todos los grupos
fungosos y estan divididos en los que tienen estructura especializada que capturan
nematodos y otros que son productores de toxinas. Los hongos de estructuras adhesivas
(hongos atrapadores), no son muy efectivos para el control bioldgico, pueden ser Utiles en
ciertas situaciones, en los invernaderos, donde los suelos son siempre esterilizados, y

ademas se les incorpora grandes cantidades de materia organica e inoculo fungosos.

Volcy (1996) manifiesta que los fitonematodos al igual que otros fitoparasitos o patdégenos,
tienen una gama extensa de enemigos naturales de los cuales se destacan Paecilomyces
lilacinus, Pasteuria penetrans y hongos nematofagos. ElI hongo P. lilacinus es un
Ascomycete que produce conidias hialinas unicelulares, es uno de los antagonistas mas
promisorios en la lucha bioldgica de nematodos, su éxito radica en que ataca a los huevos

(ovicida) una de las etapas claves en el ciclo del parasito.

Segun PLABI (2003) el hongo P. lilacinus acciona puede parasitar huevos de nematodos,
estadios juveniles y adultos, durante esta etapa inicial no hay produccion de toxinas,
cuando las esporas del hongo entran en contacto con los nematodos se inicia el proceso de
infeccion porque encuentran las condiciones ideales para iniciar el proceso de
germinacion, estas esporas producen enzimas que diluyen la cuticula y penetran al interior

del nematodo.

Cuando ingresa al hospedero, el hongo Paecilomyces spp se reproduce muy rapidamente
emitiendo metabolitos tdxicos que envenenan al nematodo (causandole deformaciones,
vacuolizaciones y pérdida de movimiento) hasta causarle la muerte. Teniendo en cuenta
que el neméatodo es mas fragil durante su primer estado (huevos), se recomienda hacer
aplicaciones de Paecilomyces spp en forma de lavado del suelo al inicio del cultivo. Las
ventajas del uso de este antagonista son: regular las poblaciones de nematodos a niveles
bajos, las esporas le afectan en forma permanente durante el ciclo del cultivo. Por ser un
regulador natural, mantiene las poblaciones de nematodos a niveles que no causan dafio

econdémico.



15

La presencia de nematodos es cada vez menor debido al trabajo progresivo de los
microorganismos. Si se regulan los nematodos con formulaciones de P. lilacinus, se
restablecen el balance natural del ecosistema. Generalmente estos formulados a base de
esporas en latencia de P. lilacinus han sido recuperados del campo, donde afectan a
diferentes nematodos (PLABI, 2003).

Rodriguez et al. (1991) manifiestan que entre los géneros de hongos endoparasitos se
pueden citar a Catenaria spp. Myezocytium spp. Hoptoglasa spp., Mirestacrum spp.,
Verticillium spp., Cephalosporium spp. , Harpoporium spp., Existen hongos asociados con
los quistes y huevos de nematodos de los géneros Globodera spp., Heterodera spp,
Meloidogyne spp., los méas importante son: Cylindrocarpon sp. Exophilo sp., Fusarium
spp., Gliocladium sp., Paecilomyces sp., Verticillium sp.

Se han reportado mas de 150 especies de hongos que afectan a nematodos de diferentes
formas, entre estos se encuentran Stylopage spp., el cual efectla la captura por medio de
hifas adhesivas individuales; Arthrobotrys spp., y Nematoctenus spp., los cuales poseen
una especie de nodulos que se adhieren a la cuticula del nematodo; y en el caso de
Dactylaria spp, éste forma anillos con los cuales capturan a los nematodos (Goes, Van y
Rooy, 1991).

Sharon et al. (2002) afirman que Trichoderma harzianum es un agente de biocontrol el
cual actia afectando a los nematodos de varias formas: 1) parasitismo directo sobre los
estadios de huevo y juvenil 2) Metabolitos, producidos por el hongo que afecta la
viabilidad de los huevos. La habilidad de parasitismo in vitro fue presentada en diferentes

niveles, por todas las cepas probadas.

Zuckerman, Dickow y Acosta (1993) reportaron la eficacia de una cepa de B. thuringiensis
contra M. incognita y Rotylenchulus reniformis en experimentos de campo y en
condiciones semicontroladas. Las aberturas del cuerpo de estos nematodos son muy
pequefias como para permitir la penetracion de la bacteria, por lo que sugirieron que el
modo de accidn podia atribuirse a la exotoxina o a una endotoxina muy especifica, liberada

con la lisis celular.
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Experimentos realizados por Sharma (1994) mostraron diferencias en los niveles de
control de M. incognita entre las especies B. thuringiensis y B. kurstaki (53-65 %); no se
detectaron diferencias significativas entre pardmetros como la altura, peso fresco de la raiz
y de la planta con respecto al testigo. Las formulaciones comerciales que contienen
solamente la endotoxina han resultado eficaces para el control de Meloidogyne javanica y
Tylenchulus semipenetrans (Leyns et al., 1995) y Noel (1990) informé sobre los efectos
nematostaticos y nematicidas de la exotoxina sobre Meloidogyne incognita y Heterodera

glycines.

Diecinueve aislamientos de Paecilomyces lilacinus de diferentes paises y regiones de
Brasil méas un aislamiento de Cylindrocarpon destructans fueron evaluados in vitro por su
parasitismo en huevos de Meloidogyne javanica. Los aislamientos variaron en su habilidad
para colonizar huevos. En estudios bajo invernadero con plantas de tomate, aislamientos
de P. lilacinus y C. destructans redujeron el nimero de agallas de M. javanica pero
diferenciaron en su eficacia. Los aislamientos procedentes de Francia e Italia fueron los
mas efectivos en los experimentos in vitro e invernadero (Freitas, Ferraz y Muchovej,
1995).

Se investigé la actividad del hongo mutualista endofitico Fusarium oxysporum 162
(FO162) contra el neméatodo agallador Meloidogyne incognita. Se ha demostrado que ésta
cepa del hongo reduce el dafio causado por M. incognita al inhibir la penetracion y el
desarrollo de juveniles cuando se encuentra presente en las raices de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.). Los resultados de este estudio indican que la inoculacion de plantas de
tomate con FO162 al momento de la siembra en bandejas causa reduccion significativa en

la cantidad de agallas y de masas de huevos.

1. Caracteristicas generales de antagonistas biocontroladores de los nematodos

Paecilomyces lilacinus, presenta colonias que alcanzan 5-7 cm en 14 dias a 25 °C en MEA
(agar extracto de malta) con tonalidades violetas al reverso, incoloro o vino. Conidi6foros
erectos 400-600 um de altura, mayormente solitarios del micelio horizontal, de 3-4 um de
ancho, amarillo a purpura, paredes rugosas con fidlides agrupadas densamente. Conidios
fusiformes a elipsoidales, paredes lisas a suavemente rugosas, 2.5-3 x 2 - 2.2 um. Puede

producir conidiéforos, es tipico del suelo. Tiene alguna actividad antagonista contra
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bacterias y hongos. Produce el antibiotico peptidico leucinosatatina, efectivo contra un

amplio rango de hongos y bacterias Gram positivas (Banal y Wailand, 1988).

Trichoderma spp, produce tres tipos de propagulos: hifas, clamidospora y conidias, estas
ultimas son las activas contra fitopatogenos en diferentes fases del ciclo de vida, desde la
germinacion de las esporas hasta la esporulacion. El parasitismo puede ser observado a
través de penetracion en forma de encolamiento de hifas, produccion de haustorios y
desorganizacion del contenido celular (Chet, 1987).

Cylindrocarpon destructans, tiene la particularidad de producir esporas en PDA,
inicialmente con un halo blanco para luego convertirse en colonias anaranjadas. Aislado
puede tener un micelio rosa palido; las colonias pueden medir de 26-30 mm didmetro
después de los 10 dias que la superficie de la colonia asume gradualmente una apariencia
polvorienta o escarchada con formacion creciente de las microconidia y el micelio etéreo
desarrolla para palidecer primero las microconidias que son abundantes y pueden medir de
36 a 45 pm de longitud y 2 - 2.5 um de anchas (Stover 1972).

Pochonnia chlamydosporia, forma colonias de rapido crecimiento, han determinado que
en 10 dias presentan 15-40 mm de diametro. Los conidi6foros usualmente postrados y
pequefias hifas diferenciadas, algunas veces erectas, fidlides verticiladas o solitarias,
conidios de forma subglobosa, elipsoidal a bacilar. Producen dictioclamidosporas sobre la

superficie de la colonia o en el agar sumergido con cristales ausentes (Gams y Zare, 2001).
F. INTERACCIONES TROFICAS ENTRE HONGOS Y NEMATODOS

Los hongos nematdfagos son organismos del suelo que poseen la capacidad de transformar
sus micelios en trampas especializadas para capturar y destruir nematodos ya sea en el
suelo o en las heces de los animales (Barron et al., 1997).

1. Estructuras producidas por los hongos nematéfagos

Las trampas producidas por los hongos nematofagos pueden ser de diversos tipos

dependiendo del género y especie que se traten y que se describen e ilustran a

continuacion. (Mendoza y Valero, 2009)
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Botones adhesivos Son estructuras en forma de pequefios bulbos o botones que producen

una sustancia adhesiva en donde los nematodos son capturados e inmovilizados.

Ramas o dedos adhesivos Son estructuras en forma de columnas o dedos adhesivos. Los

nematodos son capturados por adhesion a las ramas.

Anillos simples Estos anillos son 6rganos pasivos y su didmetro es de un calibre similar al
de la mayoria de los nematodos del suelo. Los nematodos son capturados por el

deslizamiento a través del anillo, el cual entra a presion alrededor su cuerpo

Redes adhesivas escalariformes Son estructuras que inician su desarrollo al igual que las
ramas o columnas adhesivas, pero se anastomosan en su parte superior. Los nematodos son

capturados por adhesion.

Redes adhesivas Son redes adhesivas de anillos tridimensionales. Los nematodos son
capturados en dichas redes. Estos 6rganos de captura son los mas comunes, secretando una

capa de sustancia adhesiva en su superficie.

Anillos constrictores Estan formados por tres células que se hinchan cuando un nematodo

penetra en el interior del anillo.

Figura 1. Aspecto de 6rganos de captura de hongos nemat6fagos nematodos

a) Boton adhesivo b) Ramas o dedos adhesivos c) Boton simple

d) Redes escalariformes €) Redes tri-dimensionales f) anillos constrictores
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2. Clasificacion de hongos nematofagos

De acuerdo con Mendoza y Valero (2009) la interaccion hongo-nematodo dependiendo de

su modo de infeccién se divide en:

Hongos atrapadores de nematodos Estos hongos forman diversos tipos de 6rganos de
captura a partir de la especializacion de sus hifas. Son medios o buenos saprotrofos, y en
muchos casos la formacion de las trampas debe ser inducida por los propios nematodos.
Hay dos mecanismos diferentes en la funcion de las trampas: adhesivos y mecanicos
(Nordbring-Herts et al., 1982). Sea cual sea el mecanismo, el hongo penetra la cuticula del
nematodo por la trampa formando el bulbo de infeccion dentro del nematodo, a partir del
cual las hifas troficas crecen dentro del cuerpo y digieren sus contenidos (Jansson and
Nordbbring-Hertz, 1988).

Dentro de los géneros mas cominmente estudiados de hongos atrapadores de nematodos
son Arthtrobotrys, Monacrosporium (Van Oorschot, 1985, Rubner, 1996) y Duddingtonia
flagrans (Campos et al., 2009).

Hongos endoparasitos o endozdicos Los hongos endoparéasitos utilizan sus esporas para
infectar nematodos. Estos hongos son a menudo parasitos obligados de nematodos, y fuera
del cuerpo infectado del nematodo aparecen s6lo como estructuras de diseminacion. Las
esporas de estos hongos pueden ser zoosporas moviles (Catenaria spp.) que se enquistan
sobre el nematodo adhiriéndose a él y penetrando la cuticula, conidios adhesivos
(Drechmeria coniospora) o conidios que son ingeridos (Harposporium spp.) por los

nematodos bacteri6fagos (Barron, 1977).

Hongos parasitos de huevos Estos hongos infectan estadios no moviles (huevos) de
nematodos. Producen apresorios que son estructuras de infeccion en los extremos de las
hifas que se adhieren a la cubierta del huevo. La cubierta del huevo es penetrada por el
hongo vy el contenido es digerido. (Barron, 1977). Los géneros mas comunes de este grupo

son Pochonia =Verticillium) spp. y Paecilomyces spp.

Hongos productores de toxinas ElI hongo mas comdn de este grupo es el descomponedor

de madera Pleurotus ostreatus Yy otros Pleurotus spp. Las hifas de estos hongos unos
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"tallos” cortos que contienen una gota de toxina. Tras ponerse en contacto con la toxina, el
nematodo es rapidamente inmovilizado y las hifas del hongo crecen quimiotrépicamente
(dirigidas) a través de la boca del nematodo, que como en el caso de los anteriores hongos

nematdfagos, es digerido. (Mendoza y Valero, 2009)



IV. MATERIALESY METODOS

A. CARACTERISTICAS DEL LUGAR

1. Localizacion
El ensayo se realizo en el laboratorio del Departamento de Biologia de la ESPOCH

ubicada en el cantén Riobamba provincia de Chimborazo.

2. Ubicacion Geografica
Latitud: 1° 38'S
Longitud: 78° 40' W
Altitud: 2820 m.s.n.m.

3. Condiciones Meteorolégicas*
Temperatura promedio: 13,4°C
Precipitacion: 163 mm

Humedad relativa: 70,3%

4. Clasificacion Ecoldgica.
Segun la clasificacion de zonas ecoldgicas, la zona de ESPOCH ecoldgicamente se
clasifica como bosque seco Montano Bajo (bsMb). (HOLDRIGE, L.1992).

5. Condiciones de laboratorio
Temperatura promedio: 22 °C

Humedad relativa: 60%

B. MATERIALES Y EQUIPOS

1. Materiales y equipos campo
- Barreno
- Fundas plasticas tipo ziploc

- Marcador

1 Estacion Meteoroldgica de la ESPOCH



GPS
Etiquetas

Hojas de registro

2. Materiales y equipos de laboratorio

Tamices 25, 60, 400, 500 mesh

Embudos de cristal

Centrifuga 3000 rpm

Tubos de ensayo plésticos con tapa 13mL
Tubos de ensayo de cristal con tapa 13 mL

Frascos de cristal con tapa de 100mL, 500mL y 1000mL

Agua destilada

Licuadora

Cuchillo

Recipientes plasticos 500mL y 1000 mL
Cloro comercial (TQ5)

Solucién azucarada (400 gr azlcar/1000 agua)
Céamara de aislamiento de flujo laminar
Camara microscoépica digital (10mp)

Medios de cultivo: agar-agua, PDA, Agar maiz 1/4
Platos de Petri (normales y tripetri)

Autoclave

Aguja de aislamiento

Alcohol potable (96°)

Mechero

Marcador permanente

Incubadora

Balanza digital

Estereoscopio

Microscopio

Hemocitometro

22
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d. Materiales y equipos de oficina
- Computador.
- Marcadores.
- Calculadora.
- Grapadora

- Perforadora
C. METODOLOGIA
1. ACTIVIDADES PRELIMINARES
1.1. Muestreo de suelos

Se tomaron muestras de suelos procedentes de cinco agroecosistemas, el muestreo fue al
azar siguiendo un patron en zigzag. Con el barreno se recogié la muestra a una
profundidad de 20 cm, se hicieron 5 sub muestras por cada suelo. (Valencia y Hernandez

2002). Se tomo informacion de utilidad, punto geografico, altitud, cultivo, variedad, etc.
1.2. Determinacién de pH porcentaje de humedad (%H) y materia organica (2%6MO)

Se mezclé 10 g de suelo con agua destilada en una proporcién 1:2,5 la agitamos por 10
minutos, se dej6 reposar y posteriormente se efectud la lectura en el pHmetro. (Willard et
al., 1974; Bates, 1983)

La determinacién del porcentaje de humedad se realizd6 mediante diferencias de peso
himedo y seco, se peso la muestra de suelo en una capsula de porcelana, se coloco en la
estufa a 105 °C por 24 h, se registro el peso seco a las 24 h restandole el peso de la capsula

y se aplico la siguiente formula:

%H=22="3 1100
pH

pH= peso himedo

PS= peso seco
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El porcentaje de materia organica se realizé mediante el método de ignicion o calcinacion,
se sometio la muestra a 450°C por 30 minutos, registramos el peso seco 2 y realizar las
diferencias de pesos (Steubing, Godoy, & Alberdi, 2001).

%MOz% x100

pS2= peso seco después de 30 minutos a 450 °C
1.3. Aislamiento de hongos

El aislamiento se efectué mediante el método de dilucién seriada se pes6 20 g de suelo, se
coloco en 80 mL de agua destilada estéril, dejamos la muestra en el agitador magnético por
15 minutos. Posteriormente se realizo diluciones sucesivas hasta obtener las diluciones 10°
3y 10, con la micro pipeta se tom¢ una alicuota de 1 mL y se sembré en medio de cultivo
PDA + Cloranfenicol, utilizando el rastrillo de vidrio se dispersoé la alicuota por toda la
superficie de la placa, se iniciaron 2 repeticiones por cada dilucion. (Ramirez et al., 1992)

Se incub6 por un lapso de 3 dias a 25°C para los suelos de San Luis, Pallatanga, Estacion
Experimental Querochaca y 5 dias a temperatura ambiente (20-22°C) para los suelos de
Guallanchi y San Juan.

1.4. Unidades formadoras de colonias

Una vez incubadas se procedid a realizar el conteo de las colonias por cada dilucién
obteniendo un promedio de las dos repeticiones, con el dato obtenido se aplicé la siguiente

férmula para obtener las ufc/mL:

_n10*

v

N

N=ufc/mL
n=promedio de numero de colonias contadas en cada repeticion
10*=Valor de la dilucion (con exponente positivo), en el que se conté la colonia

v=volumen inoculado (mL)
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1.5. Aislamiento y purificacion de colonias

Se realizaron aislamientos de las diferentes colonias usando una asa para lo cual, se tomé
una muestra de cada colonia y se procedi6 a inocular en medio de cultivo PDA, se incubd
a temperatura ambiente o 25°C dependiendo del origen del aislamiento, durante 3 a 5 dias.
Este procedimiento se repitio hasta obtener cultivo puro, registramos el nimero de cultivos
puros por muestra de suelo, y se almacenaron en tubos de agar inclinado, dos por cada

aislamiento.

1.6. Identificacion de aislamientos

Una vez obtenidos cultivos puros de los hongos, se procedié a describir las caracteristicas
macroscopicas de la colonia, a través de los métodos de montaje de cinta pegante
(impronta) y transfirié micelio con el asa, se prepar6 placas portaobjetos, afiadimos azul de
algodén para contrastar de manera que se puedan observar las estructuras microscopicas

caracteristicas.

La identificacion se hizo mediante claves taxonémicas como la clave de Barron (1977),
Compendio de Hongos del suelo de DOMSCH & GAMS (1993) entre otras.

Registraremos caracteristicas macro y microscépicas de los aislamientos.

1.7. Seleccion de hongos con potencial nematéfagos

Para el efecto se uso la técnica de nematodos cebo (Wyborn et al. 1969) se tomé un disco
de la colonia de aproximadamente 1 cm de didmetro y se lo coloco en una caja de Petri con
medio de cultivo Agar maiz 1/4, los nematodos cebo fueron extraidos de heces de conejo
en total de 90 (Passalorus sp.) individuos por repeticion, las placas fueron evaluadas a los
4 dias para contar en numero de nematodos muertos o parasitados.

Dependiendo de la procedencia del hongo, la temperatura de incubacién oscilo de 20-
28°C y el tiempo 2-4 dias.

Posteriormente se coloco en tres puntos de la caja la suspension de larvas y se los dejo a
temperatura ambiente por 4 dias. Los microorganismos que presenten a partir del 30% de

colonizacidn fueron los seleccionados para las posteriores pruebas.
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1.8. Extraccion y desinfeccion nematodos

Los nematodos cebo fueron aislados de heces de conejo a través del método de embudos
de Baerman, 100 g de heces se colocaron en el embudo durante 24 h, los nematodos
recolectados fueron centrifugados durante 1 minuto para eliminar el exceso de agua, se
lavaron con una solucion al 2% de hipoclorito de sodio comercial durante 1 minuto,

posteriormente enjugados con agua destilada estéril.

Los nematodos fitoparasitos se obtuvieron de nddulos de raices de tomate rifion, se lavaron
con abundante agua para eliminar el suelo, posteriormente se desinfectaron con hipoclorito
de sodio al 4% durante 5 minutos, con la ayuda de un bisturi y la aguja de diseccion se
sacaron los nodulos y masas de huevos se depositaron en placas Petri con agua destilada
estéril mas cloranfenicol (0,01 gr/100 mL) por 2 minutos para finalmente depositarlas en
cajas Petri con agua destilada estéril y dejarlas a temperatura ambiente hasta la eclosion de
huevos (6-10 dias).

1.9. Densidad poblacional de nematodos de la rizosfera del tomate

Se realizdé un muestreo de suelos de las principales comunidades donde se cultiva tomate
rifidn. La extraccion se hizo mediante la técnica del centrifugado y flotacién (Caveness y
Jesen 1955) que consistid en pesar 100 gr de muestra de suelo y colocarlo en 1 It de agua
de llave, se mezcl6é durante cinco minutos y se dejé reposar durante 30 segundos , para
luego pasar la suspension por los tamices de 25, 60, 500 mesh respectivamente, este
proceso se repitio por dos ocasiones, en un tubo de ensayo plastico con tapa se recolecto el
material sobrante del tamiz de 500 mesh, y se centrifugo durante 5 minutos, eliminamos
el exceso de agua y colocamos la solucidn azucarada para mezclarla durante 30 segundo,
para volverla a centrifugar por 1 minuto, transcurrido el tiempo recogemos la solucién en
el tamiz de 500 mesh valiéndonos de la piseta eliminamos en exceso de azucar y
recogimos la solucién hasta completar un volumen de 20 mL, para la extraccion de estados

larvarios juveniles J2.

La extraccion de huevos, mediante la técnica del hipoclorito de sodio pesamos 20 gr de
raices y las cortamos en trozos de 1 cm, colocamos en la licuador afiadiendo hipoclorito de

sodio diluido (4%) y licuamos durante 20 segundos, procedemos a tamizar el contenido
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por los tamices de 60, 500 mesh, lo que queda en la tamiz de 500 mesh lo recogemos hasta
obtener un volumen de 20 mL; el conteo de hembras a través de la utilizacion del

estereoscopio (Hussey y Barker 1973).
Una vez extraidos los nematodos de la rizosfera del tomate se realizo el conteo de las
poblaciones de nematodos fitoparasitos y nematodos de vida libre por cada 100 g de suelo,

lo mismo se hizo con el nimero de hembras y huevos.

Cuadro 1. Muestreo para la determinacion de la densidad poblacional de nematodos

Parroquia Comunidad NUmero de
muestras
Cabera parroquial 3
Guaslan 3
San Luis Monjas Tunshi 3
Corazon de Jesus 3
San Antonio 3

Elaboracion: Guaminga, J. 2016

2. PRUEBA DE PATOGENICIDAD

Se efectué 3 repeticiones por cada hongo seleccionado para evaluar el potencial
antagonico, se utiliz6 cajas tri petri con medio de cultivo agar maiz ¥4, cada repeticion se
inoculé con 300 pl de una suspension de esporas (108) con el rastrillo se dispersé la
suspension de esporas por toda la placa, se incubo durante 3 dias, posteriormente por cada
repeticion se coloc6 0,5 mL de una suspension de nematodos con 40 nematodos

Fitoparasitos estandarizados mediante conteo de 5 alicuotas.

2.1. Disefio Experimental

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) con 3 repeticiones.
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2.2. Tratamientos
Los tratamientos se determinaron después de realizar un ensayo exploratorio para
identificar a los posibles hongos con potencial nemat6fago, obteniéndose 9 aislamientos,

de un total de 41 microorganismos nativos.

Cuadro 2. Distribucién de los tratamientos

Codificacién de la cepa Procedencia Tratamiento
GuUC Guallanchi TO Testigo
GUE Guallanchi T1
GUL Guallanchi T2
uTD Estacion Experimental T3

Querochaca T4
SLJ San Luis T5
SJA San Juan T6
SLE San Luis T7
SLB San Luis T8
PAD Pallatanga T9

Elaboracion: Guaminga, J. 2016

2.3. Esquema del disefio experimental

Cuadro 3. Esquema del disefio experimental

Fuentes de Variacion Formula GL
TOTAL (TxR)-1 29
Tratamientos (T-1) 9
Error T(R-1) 20

Elaboracion: Guaminga, J. 2016
2.4. Evaluacion
Para los aislamientos seleccionados se utilizd un DCA con tres repeticiones, las variables

evaluadas fueron porcentaje de nematodos sin actividad y con actividad a las 24, 48, 72 y
96 horas.
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nematodos inactivosx100

% Nematos sin actividad=

nematodos inoculados

Numero de nematodos con actividad: Larvas libres aquellas que no presenten estructuras

adhesivas o0 constrictoras, no existe micoparasitismo, presentan movimiento normal.
Numero de nematodos sin actividad: Larvas parasitadas de nematodos con estructuras
adhesivas, constrictoras o hifas que penetren su cuerpo, movimiento lento o nulo en
relacion al testigo.

2.5. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza ADEVA, previamente se

aplico la transformacion de Bliss a los datos, misma que se utiliza para datos porcentuales.

2.6. Andlisis Funcional

Para los factores e interacciones con significancia estadistica se utilizara la prueba de
Tukey al 5%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. ACTIVIDADES PRELIMINARES

1.1. Densidad poblacional de nematodos fitoparasitos en los suelos de la parroquia
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Figura 2. Ubicacion geogréfica de las areas muestreadas para la determinacion de la densidad
poblacional de nematodos fitoparasitos



Cuadro 4. Densidad poblacional de nematodos fitoparasitos de la rizésfera del tomate rifién

CODIGO COMUNIDAD ALTITUD | LATITUD | LONGITUD CONTAJE DE
NEMATODOS
100 gr suelo TOTAL
sin estilete con estilete

CC1 | Cabecera Cantonal 32 1424 1456
CC2 | Cabecera Cantonal 2682 762043 9810243 22 1498 1520
CC3 | Cabecera Cantonal 25 1373 1398
CJ4 | Corazon de JesUs 150 1350 1500
CJ5 | Corazon de Jesus 2568 757791 9817266 98 1302 1400
CJ6 | Corazon de JesUs 200 1640 1840
MT7 | Monjas Tunshi 264 1896 2160
MT8 | Monjas Tunshi 2645 762920 9808262 240 1820 2060
MT9 | Monjas Tunshi 250 1902 2152
SA10 | san Antonio 120 2640 2760
SA11l | San Antonio 2736 761055 9808887 98 2288 2386
SA12 | San Antonio 79 2605 2684
GS13 | Guaslan 26 1514 1540
GS14 | Guaslan 2736 760356 9808769 40 1000 1040
GS15 | Guaslan 63 1197 1260

Elaboracion: Guaminga, J. 2016
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De acuerdo al Cuadro 4. se puede observar que existe mayor numero de nematodos
fitoparéasitos en los suelos muestreados, como consecuencia de ello hay una baja cantidad
de nematodos de vida libre, los mismos que cumplen funciones importantes dentro del
suelo, los nematodos son sensibles a las précticas de manejo agricola y a los contaminantes

ambientales presentan una distribucion diferencial en los suelos segun su grado de

conservacion (Bongers 1999; Ferris et al. 2001; Yeates 2003)

Cuadro 5. Densidad poblacion de Meloidogyne

Edad del  N° agallas Larvas Huevos y larvas
Cadigo Comunidad cultivo | 100 gr raiz | 100 gr suelo 100 gr raiz

CC1 Cabecera Cantonal 4 meses 30 404 362
CC2 Cabecera Cantonal 3 meses 29 426 370
CC3 Cabecera Cantonal 4 meses 35 268 240
Cl4 Corazon de Jesus 3 meses 32 420 329
CJ5 Corazon de Jesus 4 meses 29 392 290
CJ6 Corazon de Jesus 3 meses 53 515 389
MT7 Monjas Tunshi 4 meses 62 653 506
MT8 Monjas Tunshi 4 meses 57 577 450
MT9 Monjas Tunshi 4 meses 42 603 478
SA10 san Antonio 3 meses 60 773 602
SAll San Antonio 4 meses 51 406 550
SA12 San Antonio 4 meses 61 752 586
GS13 Guaslan 3 meses 27 387 385
GS14 Guaslan 3 meses 22 291 302
GS15 Guaslan 3 meses 29 353 340

Elaboracion: Guaminga, J. 2016

De acuerdo a la tabla propuesta por RIVERA (1994) para la Incidencia y severidad de
Meloidogyne en el suelo, todas las muestras presentan un grado 4 cuya calificacion es muy
alta, sin embargo el nimero de agallas que oscila entre 30 — 60 indica un grado 3
calificacion alta, la cantidad huevos y larvas oscila entre 300-600 indicando un grado 2
calificacion como moderada, esto se puede explicar porque el cultivo es susceptible al
ataque de nematodos en las primeras etapas, por lo que agallamiento es poco severo

cuando el cultivo esta instalado pudiendo observarse agallas pequefias poco visibles a
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simple vista. Se encontraron otros géneros de nematodos fitoparasitos tales como
Telotylenchus sp. Tylenchus sp. Aphelenchus sp.

1.2. Muestreos de suelos

Durante el mes junio del 2015 se realiz6 5 giras de campo, a zonas productoras de tomate
rindn como San Luis, Pallatanga, Estacion experimental Querochaca perteneciente a la

Universidad Estatal de Ambato; al bosque nativo Guallanchi (BhMa), vy a la parroquia de

San Juan.
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1.3. Determinacion de pH, porcentaje de humedad (%H) y materia organica (%6MO)

De acuerdo a la clasificacion de pH segln la USDA (1996) las muestras GU (Guallanchi),
PA (Pallatanga) y SL (San Luis) se ubican dentro de rango Neutro; suelos SJ, UT
(Universidad Técnica de Ambato) se interpretan como medianamente basico, de acuerdo a
Cochrane, 1963; un pH alto perjudica enormemente el desarrollo de los hongos por la
solubilidad de los metales y a pH bajos se afectan los sistemas enzimaéticos, el ingreso de

vitaminas esenciales, &cidos organicos y la toma de minerales.
La muestra de GU (Guallanchi) presenté el mayor contenido de humedad (49,5), el valor
mas bajo es de la muestra SJ (San Juan) (13,6). El contenido de materia orgéanica de la

muestra GU es la més alta (14,2)

Cuadro 6. Caracterizacion de las muestras de suelo

Cadigo Suelo Textura Manejo pH %H % MO
GU Guallanchi Arcilloso Bosque 6,52 495 14,2
PA Pallatanga Franco Cultivo de tomate rifdbna 6,58 18,6 41

areno campo abierto, manejo
arcilloso tradicional
SJ San Juan franco Cultivo de papa, manejo 7,49 139 29
arenosos tradicional
SL San Luis Franca o Cultivo de tomate rifidbn 7,18 14,5 7.7
franco- bajo invernadero, manejo
arenosa tradicional
uT Estacion Franco Cultivo de tomate rifion, 7,67 17,6 4,1
Experimental arenoso manejo organico
Querochaca

Elaboracion: Guaminga, J. 2016
1.4. Unidades formadoras de colonias (ufc)
El valor méas alto de ufc/mL fue de la muestra suelo proveniente de la region boscosa

Guallanchi, siendo los sistemas de produccidn intensivos de tomate rifion Pallatanga y San

Luis los que arrojaron los valores mas bajos, probablemente la utilizacién de agroquimicos
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en los sistemas de produccién intensivos tienen efecto sobre la microbiota del suelo,
afectando directamente las numerosas poblaciones de microorganismos nativos de interés
bioldgico, microorganismos benéficos como hongos, bacterias presentes en la mayoria de
los sistemas agricolas, pueden sufrir alteraciones bioquimicas, disminuyendo su actividad

como biofertilizantes y su efecto promotor del crecimiento de las plantas (Paoletti, 1999).

Cuadro 7. Unidades formadoras de colonias (ufc) dilucién 107

Dilucion 10
Suelo R1 R2 | PROMEDIO ufc/mL
Guallanchi 74 69 71 7,1x10*
Pallatanga 84 20 52 5,2 x 10*
San Juan 34 32 33 3,3x10*
San Luis 20 16 18 1,8 x10*
Estacion Experimental 24 81 52 5,2 x10*
Querochaca
Elaboracion: Guaminga, J. 2016
8,00E+04
7,00E+04
6,00E+04
5,00E+04
% 4,00E+04
) 3,00E+04
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1,00E+04 I
0,00E+00
San Luis Estacion Pallatanga San Juan Guallanchi
Experimental
Querochaca

Procedencia d ela muestra

Figura 4. Unidades formadoras de colonias (ufc/mL) dilucién 103
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1.5. Aislamientos de microorganismos

De acuerdo al Cuadro 4 el nimero de aislamientos fue mayor en el suelo procedente de
Guallanchi (GU), este valor probablemente, se debe a que la muestra correspondio a una
area de bosque andino nativo con alto contenido de materia organica, donde se evidencid
la existencia de una fuente y suministro de nutrimentos para los microorganismos del
suelo, por lo que se deduce que hay mayor nimero y diversidad de microorganismos
(Arenas, 1993).

A maés de las cepas de hongos nativos se observd presencia de bacterias en la muestra

proveniente de Guallanchi y la Estacion Experimental Querochaca

Cuadro 8. Numero de colonias aisladas por cada muestra de suelo

Suelo Numero de colonias aisladas Géneros
Hongos Bacterias principales
Alternaria
Trichoderma
Guallanchi 10 2 Penicillum
Cladosporium
Cladophialophora
Pallatanga 7 0 Aspergillus
Fusarium
San Juan 7 0 Mucor
Aspergillus
Mucor
San Luis Paecilomyces
10 0 Acremonium
Estacion Aspergillus
Experimental 7 1 Fusarium
Querochaca Botrytis
Total 41 3

Elaboracion: Guaminga, J. 2016
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1.6.Seleccion de aislamiento para pruebas de antagonismos

El andlisis de varianza no paramétrico presentd diferencias altamente significativas
(<0,0001) entre los diferentes aislamientos, por lo que se procedio a ranquear los datos para
seleccionar los mejores aislamientos. De acuerdo al rango los microorganismos nativos
seleccionados fueron GUC, GUE, UTD, GUL, SLJ ya que fueron los mejores
estadisticamente. Sin embargo también fueron escogidos los aislamientos PAD, SLB, SLE,

SJA por ser mostraron similitud estadistica a los mejores aislamientos.

Cuadro 9. Cepas seleccionadas para pruebas invitro

Procedencia Codigo  Mediana Rango
Guallanchi GucC 128,83 A
Guallanchi GUE 124,33 A
Guallanchi GUL 123,83 A
Estacion Experimental Querochaca UTD 123,83 A
San Luis SLJ 122,50 A
San Juan SJIA 114,50 AB
San Luis SLE 113,67 AB
San Luis SLB 109,50 AB
Pallatanga PAD 108,83 AB

Elaboracion: Guaminga, J. 2016

El uso de la técnica de nematodos cebo permite seleccionar aquellas cepas con cierto grado
infectivo sobre nematodos, ya que dentro del suelo existen diversos microorganismos
capaces de controlar directa o indirectamente a estos organismos. Se puede observar que
existen mas aislamientos con potencial nemat6fago en la muestra de suelo boscoso debido
a que hubo mayor numero y diversidad de microorganismos, el suelo de la Estacion
Experimental Querochaca presento solo un aislamiento a pesar de tener un manejo
organico, tanto los suelos de San Luis, Pallatanga cuyo manejo es intensivo presentaron

aislamientos lo que es importante ya que son cepas autdctonas del cultivo de tomate rifion.
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2. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD IN VITRO

2.1. Andlisis de varianza

El andlisis de varianza mostro que existen diferencias significativas en el efecto de los
tratamientos y el tiempo (<0,0001), pero no existe diferencias significativas en la

interaccion Tiempo x Tratamiento. Existe mas bien un afecto aditivo (Cuadro 8)

Cuadro 10. Andlisis de varianza para el porcentaje de nematodos inactivos por tratamiento

F.V. SC gl CM F p-valor Interpretacion
Modelo. 17466,85 39 447,87 28,42 0,0001
Tiempo 2696,59 3 898,86 57,04 0,0001 wx
Tratamiento 14178,65 9 1575,41 99,98 0,0001 wx
Tiempo*Tratamiento 591,62 27 21,91 1,39 0,1311 n.s
Error 1260,60 80 15,76
Total 18727,45 119
CdeV 8.77

Elaboracion: Guaminga, J. 2016

n.s. no significativo * significativo ** altamente significativo

2.2. Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje Nematodos inactivos (% nematodos

inactivos)

La prueba de Tukey al 5% para porcentaje nematodos inactivos (Cuadro 9) presento 5
rangos, ubicandose dentro del primer rango, los tratamientos: con cepas de Trichoderma
(T1) con una media de 73,96 con porcentaje de nematodos inactivos de 67-85%; con cepas
de Paecilomyces (T6) cuya media fue de 70,21 con 64-73% de nematodos inactivos; con

cepas de Acremonium (T7) con una media de 66,67 con 58-81% de nematodos inactivos.
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Cuadro 11. Prueba de Tukey al 5% para el factor tatamiento. TO= Testigo, T1=
Trichoderma 1, T2= Sin identificar, T3= Cladophialophora, T4= Aspergillum, T5=
Fusarium 1; T6= Paecilomyces; T7= Acremonium, T8= Trichoderma 2, T9 = Fusarium 2.

Tratamiento  Medias Rango
T1 73,96 a
T6 70,21 a
T7 66,67 a
T2 56,67 b
T8 56,46 b
T4 48,75 bc
T9 46,04 c
T5 40,21 cd
T3 35,00 d
TO 13,33 e

Elaboracion: Guaminga, J. 2016
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Figura 5. Porcentaje Nematodos inactivos por tratamiento

Trichoderma

La cepa de Trichoderma presento un porcentaje de nematodos sin actividad a las 96 H del
85% por sus caracteristicas antagonistas el genero Trichoderma es ampliamente usado en
el control bioldgico, sus mecanismos de accion son diversos, entre ellos la competencia
por los nutrientes, el enrollamiento alrededor de las hifas del hospedante y la produccion
de enzimas hidroliticas glucanasas, quitinasas, y proteasas, mismas que pueden degradar la
cuticula (Kullnig et al., 2000).
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Sumado a lo anterior Trichoderma produce diferentes antibidticos volatiles y no
volatiles; mismos que tienen la capacidad de parasitar, controlar y destruir los
fitonematodos (Bafios, 2000). De acuerdo a Pérez (2000) el genero Trichoderma spp. es un
biorregulador efectivo contra nematodos del género Meloidogyne por medio de sus toxinas

e hifas.

Figura 6. Observacion microscopica (40X) Trichoderma

Paecylomices

El aislamiento nativo Paecylomices obtuvo un porcentaje de inactividad de nematodos a
las 96h de 73% uno de los mecanismo de accidn de Paecylomices es el micoparasitismo, a
través de la produccion de enzimas quitinoliticas pueden destruir la pared de los huevos y

la cuticula de juveniles (Xiujuan et al. 2000).

Jatala; (1985). a reportado a Paecylomices como agente importante de control ya
que infecta huevos y hembras de nematodos del género Meloidogyne spp.
causando deformaciones, destruccion de huevos y limitando la eclosion del
segundo estado juvenil (J2); a la vez se ha sefialado que a pH ligeramente acido,
produce toxinas que afectan el sistema nervioso de los nematodos

(Paecisav, 1997).
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Figura 7. Observacion microscopica (40X) Paecilomyces

Acremonium

La cepa de Acremonium con un 81% de inactividad de nematodos de acuerdo a Mendoza
y Valero, 2009 uno de los mecanismos de accion para el control biolégico son las
estructuras pegantes mismas que se adhieren al cuerpo del nematodo, cepas de
Acremonium comparte nichos ecoldgicos con nematodos fitoparasitos y han sido aisladas
de masas de huevos y larvas (Goswami et al.2008). el mecanismo de accion de
Acremonium para el control es por micoparasitismo de huevos y larvas sumado a la

produccion de toxinas.

A través de la produccion de quitinasas destruyen la estructura externa del nematodo
permitiendo la colonizacion del mismo, las toxinas inhiben la eclosion de huevos,

impidiendo que el nematodo llegue al estadio infectivo J2. (Goswami& Singh2004)

Figura 8. Observacion microscopica (10X) Acremonium



VI.

CONCLUSIONES

A través de la técnica de nematodos cebo se establecio nueve cepas de hongos nativos
con caracteristicas nematdfagas, como Trichoderma (2 cepas), Cladophialophora,
Aspergillum, Fusarium (2 cepas), Paecilomyces, Acremonium y una cepa Sin

identificar

En condiciones en vitro a una concentracion de 108 esporas de hongos se obtuvieron
tres cepas correspondientes a Trichoderma, Paecilomyces y Acremonium, las mismas
que presentaban un porcentaje de inactividad de nematodos 73,96%, 70,21% y 66,67%
respectivamente, siendo los aislamientos nativos con mejor potencial nematéfagos

frente a estadios juveniles del nematodo agallador Meloidogyne.

Tanto Paecilomyces como Acremonium presentaron un mecanismo de accion a través
de micoparasitismo. Las conidias se sitlan sobre el cuerpo de los nematodos
fitoparésitos y por accion de enzimas destruyen su cuticula y proliferaban en el interior
del nematodo. Por otro parte la cepa Trichoderma, no se observé estructuras en el
cuerpo de los nematodos, pudiendo suponerse que la accion del control se debid a

micotoxinas.


https://www.google.com.ec/search?biw=1600&bih=799&q=paecilomyces&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiSwLny4bXNAhWPix4KHbMRAiEQvwUIFygA
https://www.google.com.ec/search?biw=1600&bih=799&q=paecilomyces&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiSwLny4bXNAhWPix4KHbMRAiEQvwUIFygA

VII.

RECOMENDACIONES

Probar diferentes sustratos para multiplicacion de los hongos con caracteristicas
nematofagas para su utilizacion en campo.

Realizar pruebas de campo con las cepas seleccionadas a diferentes concentraciones y
en distintas épocas de aplicacion.

Realizar la identificacion molecular de tres cepas seleccionas.

Hacer la bioprospeccion en otros agroecosistemas de importancia econdmica
susceptibles al ataque de nematodos fitoparasitos, asi como en zonas boscosas.
Analizar la dinamica poblacional del nematodo agallador Meloidogyne en el cultivo de
tomate rifion (Lycopersicum sculentum L.) en la parroquia San Luis.

Determinar el rango de hospederos del nematodo agallador Meloidogyne en malezas
presentes en el cultivo de tomate rifion (Lycopersicum sculentum L.) en la parroquia

San Luis.



Vill. RESUMEN

La presente investigacion propone: obtener aislamientos de hongos para el manejo de
nematodos fitoparasitos de la rizosfera del tomate rifidn (Lycopersicum sculentum L); a
partir de cinco agro ecosistemas de las provincias de Chimborazo (4 muestras) y
Tungurahua (1 muestra) realizado en el laboratorio de biologia de la Facultad de Recursos
Naturales. Mediante el método de dilucién seriada se obtuvieron 41 aislamientos, las cepas
aisladas se confrontaron con una poblacion alta de nematodos (90 individuos) del género
Passalurus sp., trascurridas 96 horas se contabilizd los nematodos parasitados o inactivos,
los datos obtenidos fueron analizados a través de la Prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis, arrojando diferencias altamente significativas (<0,0001), de acuerdo al rango, los
microorganismos nativos seleccionados para las pruebas de patogenicidad son GUC, GUE,
UTD, GUL, SLJ, sin embargo también se probaron las cepas PAD, SLB, SLE, SJA por ser
estadisticamente similares a los mejores aislamientos. Se utilizo un DCA con tres
repeticiones para las pruebas de patogenicidad, el hongo con una concentracién de 10®
esporas y 40 nematodos del género Meloidogyne por cada repeticion. Se registré el
porcentaje de inactividad de nematodos a las 24, 48, 72 y 96 horas, los datos obtenidos se
sometieron a una transformacion Bliss, el analisis de varianza arrojo diferencias altamente
significativas (<0,0001) para tratamientos y tiempo, no se presentd significancia para la
interaccion Tratamiento x Tiempo. La prueba de Tukey al 5% para el factor tratamiento mostro
que en el rango a se ubican los tratamientos T1: GUC (Trichoderma, 73.96%), T6: SLB
(Paecylomices, 70.21%) y T7: SLE (Acremonium, 66.67%). Siendo los aislamientos que
presentaban el mayor porcentaje de inactividad de nematodos fitoparasitos del género
Meloidogyne. Se recomienda probar diferentes sustratos para la multiplicacion masiva de

estos hongos y su aplicacion en campo.

Palabras claves: nematodos fitoparasitos, tomate rifién, nematodos parasitados o

inactivos.



IX. SUMARY

This research proposes: getting isolates fungus for handling of nematodes fitoparasites of
the tomato rhizosphere, (Lycopersicum sculentum L.); from five agro ecosystems in the
provinces of Chimborazo (4 samples) and Tungurahua (1 sample) conducted in the
Biology laboratory, Faculty of Natural Resoures. Through the serial dilution method was
obtained 41 isolates, the isolated strains were confronted with a high population of
nematodes (90 individuals) of the genus Passalurus sp. After 96 hours the parasitized
nematodes or inactive were accounted for, the obtained data were analyzed through the
non-parametric test of Kruskal-Wallis test, they showed highly significant differences
(<0.0001) according to rank, the native micro-organisms selected for pathogenicity test are
GUC, GUE, UTD, GUL and SLJ. However the strains also were tested such as: PAD,
SLB, SLE, SJA, by being statistically similar to the best isolates. It was used a DCA with
there replicates for pathogenicity test, the fungus with a concentration of 108 spores and 40
nematodes of the Meloidogyne genus for each repetition. It was registered the percentage
of inactivity of nematodo at 24, 48, 72 and 96 hours, the obtained data were subjected to a
transformation Bliss the analysis of variance threw highly significant differences
(<0,0001) for the treatment by time. Significance for treatment interaction by time wasn’t
presented. The Tukey test at 5% for the treatment factor showed that in rank a, the T1
treatments were localed: GUC (Trichoderma, 73,96%), T6: SLB (Paecylomices, 70,21%)
and T7: SLE (Acremonium, 66,67%). These were the isolates that present the highest
inactivity percentage of the nematodes fito parasitized Meloidogyne gender. It is
recommended testing different substrates for mass multiplication of these fungi and its

application in the field.

Keywords: nematodes fito parasitized, tomato, parasitized nematodes or inactive.
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XIl.  ANEXOS

Anexo 1. Medios de cultivo

PDA
PDA 39 g

Agua destilada 1000 mL

Agar maiz ¥
Agar maiz 4.25¢g
Agar agar 12,759

Agua destilada 1000 mL

Antibidéticos

Cloranfenicol (1 capsula/500 mL)



Anexo 2. Microorganismos aislados del suelo

Caracteristicas

Macroscopicas

Microscopicas

Suelo: Guallanchi

Temperatura de incubacién: 22°C

Cadificacion: GUA
Colonia en medio de cultivo PDA a los 4 dias,
coloracion crema en los bordes y marrén en el

centro, textura algodonosa.

Género: Alternaria

Azul de lactofenol (40X)

Conididforos simples tabicados, en su extremo
se forman los Conidios con 2 a 3 septos

transversales.

Codificacion: GUB
Colonia en medio de cultivo PDA a los 4 dias,
textura aterciopelada, coloracion crema, bordes

blanquecinos, cambia la coloracion del medio.

Azul de lactofenol 40X

Hifas sin estructuras caracteristicas.
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Caodificacion: GUC

Colonias en medio de cultivo PDA a los 4 dias,
micelio de coloracion blanquecina que se va
tornando verdosa con el tiempo de textura

aterciopelada.

Género: Trichoderma
Azul de lactofenol 40X
Micelio con hifas septadas, conidiéforo
situados a cada lado de la hifa, fidlides
delgadas en cuyo extremo estan los conidios.

El sistema de ramificacion es piramidal.

Cadificacion: GUE

Cultivo en medio de cultivo PDA a los 4 dias,
textura afelpada de coloracion blanquecina,
crecimiento abundante.

Azul de lactofenol 10X
Hifas sin estructuras para reconocimiento

Cadificacion: GUF
Colonia en medio del cultivo PDA a los 4 dias,
textura algodonosa, centro de coloracion café cuyo

borde es crema.

Azul de lactofenol 40X

Hifas sin estructuras caracteristicas

| ‘0‘3&‘&’-{ e
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Codificacion: GUG
Colonia en PDA a los 4 dias, coloracion crema en el
centro, blanquecina en el borde, textura

atercipelada.

Género: Penicillum
Azul de lactofenol (40x)

Hifas septadas, Conidioforos rectos, fialides en
forma de frasco sobre las que se ubican las
conidias esféricas dispuestas en cadena.

Codificaciéon: GUI
Colonia en agar PDA a los 4 dias, textura
aterciopelada, coloracion marrén y crema en los

bordes.

Género: Cladosporium
Azul de lactofenol (40X)
Conididforos con conidios ovoides que se

agrupan formando ramas

Codificacion: GUJ
Colonia en PDA a los 4 dias coloracién crema con
bordes blanquecinos, textura afelpada.

Azul de lactofenol 40X

Hifas sin estructuras caracteristicas
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Codificacion: GUK
Colonia en medio de cultivo PDA a los 4 dias de
coloracion marron con bordes de color crema,

textura afelpada.

Azul de lactofenol (40X)

hifas sin estructuras caracteristicas

Codificacion: GUL
Colonia en PDA a los 4 dias de coloracion
anaranjada en el centro, borde crema, textura

aterciopelada.

Género: Cladophialophora

Azul de lactofenol (40X)

Hifas septadas del as cuales sales directamente
los conidios, los conidios estan unidos

formando cadenas.

Suelo: Pallatanga

Temperatura de incubacion: 28°C

Codificacion: PAA
Colonia en medio de cultivo PDA a los 3 dias,
textura afelpada, coloracion crema en el centro con

bordes blanquecinos.

Azul de lactofenol (40X)

Hifas sin estructuras caracteristicas

Género: Aspergillus
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Codificacion: PAB
Colonia en medio PDA a los 3 dias coloracién

negruzca, bordes blanquecinos.

Azul de lactofenol (40X)

Hifas tabicadas con Conidiéforo Recto,
fidlides que nacen de la métula, conidios

redondas.

Codificacién: PAC
Colonia en medio PDA a los 3 dias coloracién

blanguecina textura algodonosa.

Azul de lactofenol 40X

Hifas sin estructuras caracteristicas

Codificacién: PAD

Colonia en medio de cultivo PDA a los 3 dias,
crecimiento abundante coloracion amarillenta al
inicio, posteriormente adquiere una coloracion

negruzca.

Género: Aspergillus
Azul de lactofenol (40X)
Hifas

tabicadas con Conidioforo Recto,

fialides que nacen de la métula, conidios

redondas.
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Codificacion: PAE
Micelio en medio PDA a los 3 dias, textura
aterciopelada, inicialmente blanquecina con el

tiempo se torna oscura.

Azul de lactofenol 40X

Hifas sin estrcuturas caracteristicas

Codificacién: PAF

Colonia en medio de cultivo PDA a los 3 dias,
textura aterciopelada de coloracién verdosa y
blanguecina en los bordes.

Azul de lactofenol 40X

Hifas sin estructuras caracteristicas

Codificacién: PAG
Colonia en PDA a los 3 dias, textura algodonosa,

coloracion blanquecina

Género: Aspergillus

Azul de lactofenol (40X)

Hifas tabicadas con Conidi6foro Recto,
fidlides que nacen de la métula, conidios

redondas.

SUELO: San Juan

Temperatura de incubacién: 22°C
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Codificacion: SJIA

Colonia en medio de cultivo PDA, textura afelpada,
coloracion rosa en el centro con bordes

blanquecinos

Género: Fusarium
Azul de lactofenol (10X)
Macroconidias con 3 a 5 septos de tamafio

variable con forma elipsoidal

Coadificacién: SJB

Crecimiento en medio de cultivo PDA a los 3 dias,
crecimiento aéreo abundante ocupa toda la caja
Petri, micelio de color crema con puntuaciones

negras.

Género: Mucor

Azul de lactofenol 40X

Esporangioforo ramificado con
incrustaciones, esporangio globoso con

esporangiosporas esféricas.

Codificacion: SJC
Crecimiento en medio de cultivo PDA textura

afelpada, de coloracion crema.

Género: Penicillum

Azul de lactofenol (40x)

Hifas septadas, Conidi6foros rectos, fialides en
forma de frasco sobre las que se ubican las

conidias esféricas dispuestas en cadena.
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Codificacion: SID
Micelio en medio de cultivo PDA, textura
aterciopelada, coloracién verde oliva, con bordes

blanguecinos.

Género: Aspergillus

Azul de lactofenol (40X)
Hifas tabicadas con Conidioforo Recto,
fidlides que nacen de la métula, conidios

redondas.

Codificacion: SJE
Colonia en medio de cultivo PDA de textura

aterciopelada, centro marrén, con bordes

blnaquesinos

Género: Aspergillus

Azul de lactofenol (40X)
Hifas
fidlides que nacen de la métula, conidios

tabicadas con Conidiéforo Recto,

Codificacion: SJF
Colonia en medio PDA de coloracion marrén cuyos
bordes son blancos, textura aterciopelada

Azul d elactofenol 40X
No identificado
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Codificacion: SJG
Colonia en medio de cultivo PDA a los 4 dias
coloracién verde en el interior y blanquecina en los

bordes

Género: Penicillium
Azul de lactofenol (40x)

Hifas septadas, Conidi6foros rectos, fidlides en
forma de frasco sobre las que se ubican las
conidias esféricas dispuestas en cadena.

Suelo: San Luis

Temperatura de incubacion: 28°C

Codificacién: SLA
Colonia en medio de cultivo PDA a los 3 dias,
crecimiento abundante de textura algodonosa,

coloracion crema con puntuaciones negras.

Género: Mucor

Azul de lactofenol 10X

Esporangioforo ramificado con
incrustaciones, esporangio globoso con

esporangiosporas esféricas.

Codificacion: SLB

Género: Penicillium o paecilomyces
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Colonia en medio PDA a los 3 dias, textura

aterciopelada, coloracién marron.

Azul de lactofenol 40X

Conidiéforos cortos con conidias largas

dispuestas en cadena.

Codificacién: SLC
Colonia en medio de cultivo PDA a los 3 dias,
textura aterciopelada de coloracién crema.

Género: Epicoccum
Azul de lactofenol 40X
Conidias globosas multinucleadas

Codificaciéon: SLD
Colonia en medio de cultivo PDA, textura

aterciopelada, coloracién marron.

Género: Cladophialophora

Azul de lactofenol (10X)

Hifas septadas del as cuales sales directamente
los conidios, los conidios estdn unidos

formando cadenas.

Codificacion: SLE
Colonia en medio PDA a los 3 dias, textura

Género: Acremonium
Azul de lactofenol 10X
Conididforos largos y delgados, conidias de
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aterciopelada, coloracion crema.

forma elipticas.

Codificacion: SLF
Colonia en medio PDA a los 3 dias, textura

aterciopelada, coloracién oscura.

Género: Alternaria
Azul de lactofenol 40X
Hifa con estructuras similares a Alternaria

conidios con septos de coloracion marron.

Codificacion: SLG
Colonia en medio PDA a los 3 dias, textura

algodonosa, coloracién crema.

Azul de lactofenol 40X
No

multinucleadas, de formas diferentes globosas,

identificado presneta conidias

elipsoides.

Codificacion: SLH
Colonia en medio PDA a los 3 dias, textura
afelpada, coloracion marrén.

Azul de lactofenol 40X
Hifas sin estructuras caracteristicas
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Codificacion: SLI
Colonia en medio de cultivo PDA a los 3 dias,
textura aterciopelada, coloracién ver oliva con

borde blanquecinos.

Género: Aspergillus

Azul de lactofenol (40X)

Hifas tabicadas con Conidiéforo Recto,
fidlides que nacen de la métula, conidios

redondas.

SUELO: Estacion Experimental Querochaca

Temperatura de incubacion: 28°C

Codificacion: UTA
Colonia en PDA a los 3 dias, coloracion marron

textura algodonosa.

Azul de lactofenol 40X
Sin identificar

Codificacion: UTC
Colonia en media de cultivo PDA cuyo Micelio es
de coloracion verde a

los 3 dias, textura

filamentosa, borde entero.

Género: Aspergillus

Azul de lactofenol (40X)
Hifas
fidlides que nacen de la métula, conidios

tabicadas con Conidiéforo Recto,
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redondas.

Codificacion: UTD
Colonia en PDA a los 3 dias, micelio de color

beige, textura aterciopelada

Genero: Fusarium
Azul de lactofenol (40X)
Macroconidios con 3 a 5 septos, fusiformes,

ligeramente curvos.

Codificacion: UTE
Colonia en PDA a los 3 dias coloracién blanquecina
textura afelpada.

Género: sporothrix
Azul de lactofenol 40X

Codificacion: UTF
Colina en medio de cultivo PDA a los 3 dias,
coloracion marrén en el centro con bordes

blanquecinos, textura algodonosa.

Género: Botrytis
Azul de lactofenol (40X)
Hifa septada, conidiophoro con conidias ovales

dispuestas en racimo
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Codificacion: UTG Azul de lactofenol 40x
Colonia en medio de cultivo PDA, textura afelpada, | Hifas sin estructuras caracteristicas
micelio aplanado con coloracion blanquecina,

bordes rojizos

Codificacion: UTH Azul de lactofenol 40X
Colina en agar PDA coloracion blanquecina a los 3 | Hifas sin estructuras caracteristicas,
dias, con el pasar del tiempo va adquiriendo una

coloracion rojiza, cambia la coloracion del medio.




Anexo 3. Incidencia y severidad de Meloidogyne incognita
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Grado Agallas No. Nematodos/100  Huevos y larvas Calificacion
g de suelo J2/g de raiz
0 0 0 0 Libre
1 1 alo0 1la40 1a300 Baja
2 11a 30 41a120 301 a 1000 Moderada
3 3la 75 121 a150 1001 a 3000 Alta
4 >75 >150 >3000 Muy alta

Fuente: RIVERA (1994)



Anexo 4. Agroquimicos de uso comun en la parroquia san Luis

GRUPO QUIMICO

INGREDIENTE
ACTIVO

NOMBRE
COMERCIAL

Benfuracarb

NAKAR 20% CE

BENFUROL

Carbaryl

SEVIN 80%

Carbofuran

FURADAN 10 G

FURADAN 5G

FURADAN 4F

Carbosulfan

ELTRA

LANNATE 90

AGRONNATE

METHOMEX 90 PS

THOMYL 90

KUIK 900

Oxamyl

VYDATE BLUE

LARVIN 375

KRYSOL 375

CARBIN

RADICAL

PONTIAC

GRUPO QUIMICO

INGREDIENTE
ACTIVO

NOMBRE
COMERCIAL

1B. ORGANOFOSFORADOS

Acephate

ACEFATO 75% SP

TROFEO

ORTHENE

ACEFATO 75% SP

GLADIADOR 75 PS

INVICTO

HORTISEC

Chlorpyrifos

RAFAGA

CLORPIRIFOS 480 EC

LORSBAN 4E

LORSBAN 75 WG

VEXTER

LATIGO

DISPARO

CIPERFOS

PUNETE

BALA 55

POINTER

BATAZO
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PYRINEX 48 EC

SHARP

BOLIDO

Diazinon

FLECHA

PILOTO

DIAZONEX

DIAZOL

CONFIABLE

Dichlorvos/DDVP

DICLORVEX

Dimethoate

DIMEPAC 400

DIMETOATO 40 CE

PERFEKTHION

DIMETOATO

DREXEL DIMETOATO
40 EC

DIABOLO

PREVIENE 40

Fenamiphos

NEMACUR 15G

Malathion

MALATHION 25% PM

MALATHION

MALATHION 25% WP

MALATHION 250 WP

MALATHION 50 WP

Methamidophos

CRYSOMARON 600

METAFOS 600 CS

MATADOR

PINDOFQOS

Pirimiphos-methyl

PLANETA DM

PIRIMIDIPHOS METYL

ATLETIC S0 EC

PLANETA 50 EC

BUFFAGO

COURAGE

CURACRON

Terbufos

COUNTER FC

PILARFOX

FORATER FC 15G

Trichlorfon

CEKUFON 80% PS

Fuente: LINDAO, V (2016)
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Anexo 5. Analisis no paramétrico mediante prueba de Kruskal Wallis

Cepa Medias D.E. Medianas p
GUA 0,00 0,00 0,00 <0,001 **
GUB 0,00 0,00 0,00
GuUC 46,00 4,58 47,00
GUD 0,33 0,58 0,00
GUE 40,67 12,01 40,00
GUF 0,00 0,00 0,00
GUG 0,00 0,00 0,00
GUH 0,00 0,00 0,00
GUI 0,00 0,00 0,00
GUJ 0,00 0,00 0,00
GUK 0,00 0,00 0,00
GUL 40,00 6,56 39,00
PAA 0,00 0,00 0,00
PAB 0,00 0,00 0,00
PAC 0,33 0,58 0,00
PAD 18,33 6,81 16,00
PAE 2,33 1,53 2,00
PAF 0,00 0,00 0,00
PAG 0,00 0,00 0,00
SJA 28,33 7,51 28,00
SJB 0,00 0,00 0,00
SJC 18,33 6,81 16,00
SJD 0,67 0,58 1,00
SJE 2,33 1,53 2,00
SJF 0,00 0,00 0,00
SJG 0,00 0,00 0,00
SLA 0,00 0,00 0,00
SLB 20,33 9,61 22,00
SLC 0,00 0,00 0,00
SLD 0,33 0,58 0,00
SLE 27,67 1,53 28,00
SLF 2,33 3,21 1,00
SLG 0,67 1,15 0,00
SLH 0,00 0,00 0,00
SLI 0,00 0,00 0,00
SLJ 38,00 5,29 36,00
UTA 0,33 0,58 0,00
UTB 4,67 6,43 2,00
uTC 2,00 3,46 0,00
UTD 39,00 3,00 39,00
UTE 0,00 0,00 0,00
UTF 0,67 1,15 0,00
UTG 6,00 6,00 6,00
UTH 7,33 4,51 7,00
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Anexo 6. Comparacion de apares para seleccion de las mejores cepas

Cepa Mediana  Rango
GuUC 128,83 a
GUE 124,33 a
GUL 123,83 a
UTD 123,83 a
SLJ 122,50 a
SJA 114,50 ab
SLE 113,67 ab
SLB 109,50 ab
PAD 108,83 ab
SJC 99,50 abc
UTH 99,33 abc
PAE 89,33 abc
SJE 89,33 abc
UTG 80,83 abc
uTB 78,17 abc
SLF 73,50 abc
SJD 68,50 abc
UTC 59,00 c
UTF 56,33 c
SLG 56,33 c
UTA 54,00 c
SLD 54,00 c
PAC 54,00 c
GUD 54,00 c
PAG 39,50 c
PAF 39,50 c
UTE 39,50 Cc
PAB 39,50 c
PAA 39,50 c
SJB 39,50 c
SLI 39,50 c
SLC 39,50 c
SLA 39,50 c
SJG 39,50 c
SJF 39,50 Cc
GUF 39,50 Cc
GUG 39,50 Cc
GUH 39,50 Cc
GUA 39,50 c
GUB 39,50 c
SLH 39,50 c
GUK 39,50 c
GUI 39,50 c
GUJ 39,50 c




Anexo 7. Datos porcentuales de nematodos con Yy sin actividad

24 horas

Codificacion

de la cepa
TESTIGO
GUC
GUE
GULL
PAD
SJA
SLB
SLE
SLJ
UTD

TESTIGO
GUC
GUE

GULL
PAD
SJIA
SLB
SLE
SLJ
(VRRD)

TESTIGO
GUC
GUE

GULL
PAD
SJIA
SLB

Tratamiento

TO
T1
T2
T3
T4
5
T6
T7
T8
T9

T0
T1
T2
T3
T4
TS5
T6
T7
T8
T9

T0
T1
T2
T3
T4
TS5
T6

% Nematodos con

R1
90
37,5
52,5
85
70
55
25
40
62,5
77,5

87,5
32,5
47,5
75
45
55
22,5
35
42,5
60

87,5
27,5
42,5
52,5
45
50
22,5

actividad

R2
97,5
25
45
75
77,5
72,5
40
35
55
62,5
48 horas

95
25
45
60
52,5
72,5
32,5
35
45
52,5
72 horas
90
22,5
35
57,5
50
70
32,5

R3
87,5
37,5
62,5

80

65
62,5
42,5
52,5
67,5

70

87,5
30
52,5
75
475
65
32,5
475
475
475

82,5
30
37,5
65
42,5
60
27,5

R1
10
62,5
47,5
15
30
45
75
60
37,5
22,5

12,5
67,5
52,5
25
55
45
77,5
65
57,5
40

12,5
72,5
57,5
47,5
55
50
77,5

R2
2,5
75
55
25
22,5
27,5
60
65
45
37,5

75
55
40
47,5
27,5
67,5
65
55
47,5

10
77,5
65
42,5
50
30
67,5

% Nematodos inactivos

R3
12,5
62,5
37,5
20
35
37,5
57,5
475
32,5
30

12,5
70
475
25
52,5
35
67,5
52,5
52,5
52,5

17,5
70
62,5
35
57,5
40
72,5




SLE
SLJ
uTD

TESTIGO
GuC
GUE

GULL
PAD
SJIA
SLB
SLE
SLJ
uTtD

T7
T8
T9

TO
T1
T2
T3
T4
5
T6
T7
T8
T9

30
30
55

85
22,5
30
52,5
37,5
37,5
22,5
20
22,5
45

27,5
35
42,5

96 horas
87,5
10
35
47,5
47,5
62,5
32,5
12,5
32,5
42,5

40
42,5
47,5

82,5
12,5
35
55
35
55
25
25
40
45

70
70
45

15
77,5
70
47,5
62,5
62,5
77,5
80
77,5
55

72,5
65
57,5

12,5
90
65

52,5

52,5

37,5

67,5

87,5

67,5

57,5

60
57,5
52,5

17,5
87,5
65
45
65
45
75
75
60
55
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Anexo 8. Datos transformados (Bliss) para analisis de varianza ADEVA

Tiempo  Tratamiento Repeticion % Nematodos
inactivos
24 H T0 R1 18,43
24 H T0 R2 0,00
24 H T0 R3 20,70
24 H T1 R1 52,24
24 H T1 R2 60,00
24 H T1 R3 52,24
24 H T2 R1 43,57
24 H T2 R2 47,87
24 H T2 R3 37,76
24 H T3 R1 22,79
24 H T3 R2 30,00
24 H T3 R3 26,57
24 H T4 R1 34,76
24 H T4 R2 30,00
24 H T4 R3 37,76
24 H T5 R1 42,13
24 H T5 R2 31,63
24 H T5 R3 37,76
24 H T6 R1 60,00
24 H T6 R2 50,77
24 H T6 R3 49,31
24 H T7 R1 50,77
24 H T7 R2 53,73
24 H T7 R3 43,57
24 H T8 R1 37,76
24 H T8 R2 42,13
24 H T8 R3 34,76
24 H T9 R1 28,32
24 H T9 R2 37,76
24 H T9 R3 33,21
48 H T0 R1 20,70
48 H T0 R2 0,00
48 H T0 R3 20,70
48 H T1 R1 55,24
48 H T1 R2 60,00
48 H T1 R3 56,79
48 H T2 R1 46,43
48 H T2 R2 47,87
48 H T2 R3 43,57
48 H T3 R1 30,00
48 H T3 R2 39,23
48 H T3 R3 30,00
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48 H
48 H
48 H
48 H
48 H
48 H
48 H
48 H
48 H
48 H
48 H
48 H
48 H
48 H
48 H
48 H
48 H
48 H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H
72H

T4
T4
T4
T5
TS5
T5
T6
T6
T6
T7
T7
T7
T8
T8
T8
T9
T9
T9
T0
TO
T0
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T3
T3
T3
T4
T4
T4
T5
T5
T5
T6
T6
T6
T7
T7
T7
T8
T8
T8
T9

R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1

55,24
49,31
52,24
42,13
31,63
36,27
61,68
55,24
55,24
53,73
53,73
46,43
49,31
47,87
46,43
39,23
43,57
46,43
20,70
20,70
24,73
58,37
61,68
56,79
49,31
53,73
52,24
43,57
40,69
36,27
58,37
50,77
56,79
45,00
33,21
39,23
61,68
55,24
58,37
56,79
58,37
50,77
56,79
53,73
49,31
42,13
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72H
72H
96 H
96 H
96 H
96 H
96 H
96 H
96 H
96 H
96 H
96 H
96 H
9% H
96 H
9% H
96 H
9% H
96 H
9% H
96 H
9% H
96 H
9% H
96 H
9% H
96 H
9% H
96 H
9% H
96 H
9% H

T9
T9
T0
T0
T0
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T3
T3
T3
T4
T4
T4
TS5
T5
TS5
T6
T6
T6
T7
T7
T7
T8
T8
T8
T9
T9
T9

R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3
R1
R2
R3

49,31
46,43
22,79
20,70
24,73
61,68
71,57
69,30
56,79
53,73
53,73
43,57
46,43
42,13
58,37
52,24
60,00
52,24
37,76
42,13
61,68
55,24
60,00
63,43
69,30
60,00
61,68
55,24
50,77
47,87
49,31
47,87
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