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Resumen

El presente trabajo de investigacion, tiene como objetivo encontrar una alternativa de
biocontrol contra el neméatodo del nudo (Meloidogyne incognita), mediante la utilizacién de
7 generos de hongos endofitos asociados al cultivo de sacha inchi (Plukenetia spp); para lo
cual se evalud el porcentaje de parasitismo hacia huevos y estadios juveniles (J2) y el
porcentaje de eclosion de huevos de M. incognita sometidos a extractos fungicos de
micoendofiticos de sacha inchi. Se trabajaron con 20 tratamientos (4 cepas de Clonostachys
sp; 4 cepas de Trichoderma sp; 4 cepas de Pestalotiopsis sp; 3 cepas de Xylaria sp; 2 cepas
de Penicillium sp; 2 cepas de Phyalophora sp y 1 cepa de Acremonium sp) y un control. De
los cuales para la prueba de parasitismo se trabajoé con 21 tratamientos y 3 repeticiones,
inoculando 500 huevos de M. incognita/50 g de suelo estéril y conidias de hongos endofitos
en 1 x 106 ufc.cc en placas de Petri de 90 x 15 mm, realizando 4 evaluaciones a los 4; 8; 12
y 16 d.d.ex (dias después de la exposicion), siendo los tratamientos T2 (T2: XYL-E-27); T4
(T4: CLO-E-84) y T16 (T16: PEN-E-117) quienes mostraron mejores resultados con un
indice de 91,67%; 92% y 92,33% de parasitismo durante las 4 evaluaciones a comparacion
de los demaés tratamientos. Para la prueba del efecto in vitro de extractos fangicos sobre la
eclosion de huevos de M. incognita se trabajo con 21 tratamientos y 3 repeticiones,
formulando 3 concentraciones (50%; 70% y 90%) en tubos de ensayo de 150 x 15 mm, e
inoculando con 600 huevos de M. incognita, realizando 4 evaluaciones a los 4; 8; 12 'y 16
d.d.in (dias después de la inmersién) siendo la mejor concentracion al 90% y teniendo como
mejor resultado al T15 (T15: PES-E-135) con un indice de 5,67% de eclosion de huevos de

M. incognita durante las cuatro evaluaciones a comparacion de los demas tratamientos.

Palabras clave: M. incognita, hongos endofitos, parasitismo, extracto fungico.
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Abstract

The following research work aims to find a biocontrol alternative against the nematode of
the knot (Meloidogyne incognita), through the use of 7 genders of endophytic fungi
associated with the cultivation of sacha inchi (Plukenetia spp); which the percentage of
parasitism on eggs and juvenile stages (J2) and the percentage of hatching of M. incognita
eggs submitted to fungal extracts of mycoendophytic sacha inchi. We used 20 treatments (4
strains of Clonostachys sp, 4 strains of Trichoderma sp, 4 strains of Pestalotiopsis sp, 3
strains of Xylaria sp, 2 strains of Penicillium sp, 2 strains of Phyalophora sp and 1 strain of
Acremonium sp) and one control. For the parasitism test, 21 treatments and 3 replicates were
used, inoculating 500 eggs of M. incognita / 50 g of sterile soil and conidia of endophytic
fungi in 1 x 106 ufc.cc in 90 x 15 Petri dishes mm, performing 4 evaluations at 4; 8; 12 and
16 d.a.exp. (days after exposure), with T2 treatments (T2: XYL-E-27); T4 (T4: CLO-E-84)
and T16 (T16: PEN-E-117) which showed better results with an index of 91.67%; 92% and
92.33% of parasitism during the 4 evaluations compared to the other treatments. To test the
in vitro effect of fungal extracts on egg hatching of M. incognita, 21 treatments and 3
replicates were prepared, formulating 3 concentrations (50%, 70% and 90%) in 150 x 15
mm test tubes, and inoculating with 600 eggs of M. incognita, performing 4 evaluations at
4; 8; 12 and 16 d.a.imm (days after immersion) being the best concentration at 90% and
having T15 (T15: PES-E-135) as the best result with a 5.67% M hatch rate of M. Incognita

during the four evaluations compared to the other treatments.

Keywords: M. incognita, endophytic fungi, parasitism, fungal extract.




Introduccion

Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) es una oleaginosa de la familia Euphorbiaceae,
que viene siendo estudiado, debido a su alto contenido en acidos grasos esenciales
(principalmente omegas) y proteinas, sustancias que las semillas concentran cantidades
elevadas, con respecto a semillas de otras oleaginosas, tomando importancia econémica e

industrial en el mercado local, nacional e internacional.

En el Pais se le encuentra en su mayoria en estado silvestre, presentdndose poco como
cultivo intensivo, en la Regidon San Martin se encuentra en la cuenca del rio Huallaga, en la
provincia de Lamas, valle del Sisa, cuencas alta y baja del rio Mayo, en la sub cuenca del

rio Cumbaza y en el Pongo de Caynarachi (Alvarez & Rios, 2007).

Siendo el principal problema fitosanitario el ataque del neméatodo del nudo
(Meloidogyne incognita) que causa agallamiento en las raices, impidiendo el normal
funcionamiento fisioldgico, y teniendo como consecuencia que la productividad del cultivo
sea baja y que las plantas sucumban en el segundo afio después de la siembra (Marquez,
Gonzales, Arévalo & Solis, 2013).

Actualmente, el control quimico es una de las medidas que mas se utiliza para
minimizar los dafios causados por Meloidogyne sp. Sin embargo, una de sus principales
limitaciones de uso es que contaminan el manto freético lo cual puede afectar a la salud
humana, y si no se aplican de manera adecuada pueden ocasionar fitotoxicidad en las plantas
y seleccionar poblaciones de nematodos resistentes (Mendoza, Wilson & Colina, 2013). Para
ello la utilizacion de hongos enddfitos se postula como alternativa de biocontrol, ya que
entre los beneficios mas estudiados se encuentra la capacidad que inducen en el hospedero,
mediante la produccion de metabolitos secundarios como los alcaloides, de mitigar el efecto

de otros hongos causales de enfermedad (Abello & Kelemu, 2006).

Donde a partir de agentes biocontroladores como los hongos endofitos de los géneros:
Trichoderma, Clonostachys, Pestalotiopsis, Xylaria, Penicillium, Phyalophora y
Acremonium, se propuso realizar el presente estudio a fin de encontrar una alternativa de
biocontrol sobre el neméatodo del nudo Meloidogyne incognita ya que es una opcion mas
compatible con el ambiente, contribuyendo de esta manera a dar una solucién a esta plaga
que viene aquejando en este cultivo, ocasionando grandes pérdidas econdmicas a los

productores de Sacha Inchi en nuestra region.
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Generalidades del cultivo de sacha inchi

1.1.1. Origen y distribucion del cultivo.

El género Plukenetia pertenece a la familia Euphorbiaceae y esta compuesto por 19
especies. En el Peru se le encuentra en diversos lugares como San Martin, Ucayali,
Huanuco, Cuzco, Amazonas, Loreto y Madre de Dios. En San Martin se encuentra en
toda la cuenca del Huallaga, en la provincia de Lamas, en el Valle de Sisa, en Alto Mayo

y Bajo Mayo. Crece desde los 100 hasta los 2 000 m.s.n.m.m (Manco, 2006).

1.1.2. Importancia.

Dentro de sus componentes se encuentran principalmente: proteinas, aminoacidos,
acidos grasos esenciales (omegas 3; 6 y 9) y vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles) en
contenidos significativamente elevados, respecto de semillas de otras oleaginosas (mani,
palma, soya, maiz, colza y girasol). Investigaciones recientes realizadas con aceites
omegas y vitamina E indican la importancia nutricional y terapéutica de su consumo para
el control de radicales libres y una serie de enfermedades que estos originan en el

organismo humano (Manco, 2006).

1.1.3. Clasificacién taxondmica.

Gillespie (2007), menciona lo siguiente:
Reino : Plantae
Division . Spermatophyta
Clase : Dycotiledonae
Orden : Euphorbiales
Familia : Euphorbiaceae
Género : Plukenetia
Especie - volubilis
Nombre cientifico : Plukenetia volubilis L.

Nombre comun : “Sacha Inchi, Mani del Monte”



1.1.4. Principales plagas y enfermedades.

a. Plagas.

Debido a que el sacha inchi es un cultivo que estd en proceso de expansion
agricola, son pocas las plagas que se han detectado causandole dafio. Entre ellas se
encuentran las larvas comedoras de hojas, insectos chupadores de fruto en su estado
lechoso, hormigas y "grillo topo" (Grillotalpa sp), éste Gltimo ataca al cultivo en su
etapa inicial de desarrollo vegetativo, cortando a la planta en el "cuello”. Si el "grillo
topo™ ataca a plantas muy pequefias éstas no se recuperan, pero si ataca a plantas que
tienen el "cuello™ de regular grosor, vuelven a brotar; de igual forma, las hormigas
constituyen ligeros problemas, especialmente al inicio de la plantacion. Por ello es
importante realizar un buen control de plagas en esta etapa del cultivo, evitandose de

esta manera la labor de recalce o resiembra (Arévalo, 2000).

b. Enfermedades.

Las enfermedades que atacan a éste cultivo son varias, siendo la de mayor
importancia los ataques tempranos de Meloidogyne sp (Neméatodo del nudo) y
Aphelenchus sp, en suelos acidos, alcalinos, franco arenosos con mas del 70% de
arena, arcillosos con mas del 50% de arcilla y contenido medio de materia organica.
Las plantas atacadas por nematodos se atrofian y presentan entrenudos cortos, hojas
pequefias, luego se vuelven cloréticas. Asimismo, estos parasitos ingresan a las raices
produciendo heridas por donde féacilmente penetran los hongos (Fusarium sp,
Macrophomina sp), dafiando los tejidos y causando la pudricion total de las raices,

finalmente causan la muerte de las plantas (Alvarez & Rios, 2007).

Igualmente, se han reportado dafios considerables ocasionados por hongos de
los géneros Stagonospora, Leptosphaeria, Rhizoctonia, Cronartium y la especie
Colletotrichum gloeosporoides, los cuales atacan hojas y tallos, tanto en estado de
plantula como en ejemplares adultos asociados a dafios por especies de Meloidogyne.
También se menciona el ataque de babosas en condiciones de suelos enfangados
(Dostert, Roque, Brokamp, Cano, La Torre & Weigend, 2009).

1.2. Nematodos fitopatogenos
1.2.1. Historia.

En agosto de 1877, en la provincia de Rio de Janeiro, Brasil, Jobert (1878) citado

por (Taylor & Sasser, 1983) al observar arboles de café enfermos encontro raices fibrosas



con numerosas agallas, algunas de ellas terminales, otras a lo largo de la raiz y, otras, en
las raices laterales, conteniendo huevos elipticos encerrados en membranas hialinas que
contenian pequefios animales vermiformes. Not6 que los gusanos emergian de los
huevos, salian de las raices y se encontraban en grandes cantidades en el suelo. Diez afios
después, Goldi (1887) citado por (Taylor & Sasser, 1983) investig6 el mismo problema
y publicé un documento de 105 paginas acerca de la enfermedad de los cafetales. El
sefial6 al neméatodo del nddulo de la raiz Meloidogyne exigua como la causa de la
enfermedad y como la especie caracteristica de un nuevo género, siendo las primeras
investigaciones sobre una especie de Meloidogyne como causante de una enfermedad
importante en un cultivo econémico, fue Chitwood (1949), citado por (Taylor & Sasser,
1983) quien describio o re-describid las cuatro especies mas comunes y ampliamente
distribuidas: Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, Meloidogyne arenaria y
Meloidogyne hapla.

1.2.2. Morfologia general.
La palabra nematodo, proviene de los vocablos griegos nema que significa “hilo”

y eidés u oidos, que significan “con aspecto de” (Guzman, Castafo, Villegas, 2012).

Son microscopicos de 300 a 1 000 um, siendo algunos mayores a 4 um de longitud
por 15 a 35 um, de ancho (Agrios, 2005), suelen tener forma de hilo no segmentados,
recubiertos de una cuticula protectora y lo mas llamativo de su organografia es el tubo
digestivo, compuesto esquematicamente por un estilete, es6fago, intestino y ano. Los
adultos son facilmente identificables por la presencia de un sistema reproductor. Las
hembras presentan uno o dos ovarios, Utero, vagina, vulva y una o dos espermatecas
donde se almacena el esperma. Los machos se distinguen facilmente por la presencia de
un aparato copulador en la cola, compuesto por las espiculas, el gubernaculo y las alas
caudales, constituyen el grupo mas abundante de animales multicelulares en la tierra,

ocupando la mayoria de habitats (Talavera, 2003).

Los nematodos fitoparasitos, segun el género, tienen en la region anterior (cabeza)
un estilete hueco (estomatoestilete u odontoestilete) también llamado “lanza”, pero hay
algunos con estilete s6lido modificado (onquioestilete). El estilete es usado para perforar
o penetrar las células de las plantas y a través de él extraer los nutrientes, causando
enfermedades en diferentes cultivos (Guzman et al., 2012), hay dos grandes grupos: los

ectoparésitos, de éstos hay unos que se alimentan sobre los pelos radiculares y en las



células epidérmicas de la raiz, con un estilete muy débil (Tylenchus), y otros que se
alimentan de las células profundas de los tejidos, como los transmisores de virus, que
poseen un estilete muy largo (Longidorus y Xiphinema); otros son endoparéasitos, dentro
de estos unos son sedentarios, principalmente los de forma esférica (Heterodera y
Meloidogyne), y otros son moéviles (Pratylenchus) (Diez, Lopez, Urbano & Bello, 2010).

1.3.  Nematodo del nudo (Meloidogyne incognita)

El primer informe de Meloidogyne se hizo en 1855, como un neméatodo que causaba
nudos en las raices de pepino, en invernaderos de Inglaterra (Cepeda, 1996). Los nematodos
formadores de nddulos de la raiz se encuentran en todo el mundo, pero con mayor frecuencia
y abundancia en regiones con clima célido y térrido e inviernos cortos y moderados, estando
presente con el mayor numero de poblaciones donde el promedio anual de temperatura se
encuentra dentro del rango de 18 a 30°C. A temperaturas inferiores a 15,4°C o superiores a
33,5°C las hembras no llegan a alcanzar su madurez (LOpez, 2012). Es considerado el
neméatodo de mayor importancia en el mundo debido a las grandes pérdidas que puede
ocasionar al afectar las raices de numerosos hospedantes con que cuenta (Hortalizas,

Frutales, Leguminosas; etc.) (Torres, 2003).

1.3.1. Clasificacion zoologica.

Segun (Agrios, 2005), menciona la siguiente clasificacion:

Phylum : Nematode

Orden : Tylenchida

Sub orden : Tylenehina

Super familia : Hetero deroidea
Familia : Heteroderidae
Género : Meloidogyne
Especie > incognita
Nombre cientifico : Meloidogyne incognita

Nombre comun : “Nematodo del nédulo de la raiz”



1.3.2. Distribucion mundial de Meloidogyne.

La amplia distribucion del material vegetal infectado por el neméatodo dificulta
distinguir entre las especies nativas de una region y ya adaptadas desde hace tiempo para
vivir alli, especies importadas adaptadas a un clima y capaces de existir indefinidamente,
y especies importadas capaces de sobrevivir solo unos cuantos meses 0 unos cuantos afos
(Taylor & Sasser, 1983).

1.3.3. Morfologia.
a. Ciclo de Vida Pre-parasitico.

El ciclo de vida de las especies de Meloidogyne comienza con un huevo,
generalmente en estado unicelular, depositado por una hembra que esta completa o
parcialmente incrustada en una raiz del hospedero. Los huevos son depositados en una
matriz gelatinosa que los mantiene juntos en masas o sacos de huevos. El desarrollo
del huevo comienza breves horas después de la ovoposicion, resultando en 2; 4; 8 0
mas células, hasta que se ve una larva completamente formada, con un estilete,

enrollada en la membrana del huevo (Taylor & Sasser, 1983).

Figura 1: Desarrollo de los huevos de una especie de Meloidogyne. A-S: Estadios de desarrollo desde
una célula al segundo estadio larval. T: Segundo estadio larval. U: Segundo estadio larval mostrando la
muda de cuticula (Taylor & Sasser, 1983).

b. Ciclo de Vida Parasitico.

Las larvas en el segundo estadio larval infectivo generalmente penetran en la
raiz justamente sobre la caliptra (punta de la raiz). Se mueven principalmente entre las
células no diferenciadas de la raiz y, finalmente, se colocan con sus cabezas en el
cilindro central en desarrollo, cerca de la region de elongacion celular, y con sus
cuerpos en la corteza. Con sus estiletes perforan las paredes de las células e inyectan



secreciones de sus glandulas esofagicas. Estas secreciones causan un agrandamiento
de las células en el cilindro vascular y aumentan la proporcién de la division celular

en el periciclo, dando lugar a la formacién de células gigantes (Taylor & Sasser, 1983).

c. Morfologia adultos.

Los nematodos adultos macho y hembra son féaciles de distinguir
morfoldgicamente. Los machos son vermiformes mientras que las hembras tienen
forma de pera (Agrios, 2005). La longitud promedio de las hembras adultas de las
especies de Meloidogyne fluctda alrededor de 0,44 a 1,3 mm y el ancho promedio
fluctta entre 0,325 y 0,7 mm (Taylor & Sasser, 1983).

d. Reproduccion.

El sistema reproductivo de la hembra consiste en dos ovarios, cada uno con una
zona germinal, zona de crecimiento, oviducto, espermatoteca y Utero. El Gtero conduce
a una vagina comun. El sistema reproductivo se forma de un primordio genital de
cuatro células del segundo estadio larval y se desarrolla a través del tercero y cuarto
estadios larvales del extremo distal del sistema reproductivo adulto. El esperma no es
necesario para el desarrollo del huevo y no ocurre fertilizacion, aun cuando la

espermatoteca contiene esperma (Taylor & Sasser, 1983).
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(Agrios, 2005).



1.4.

1.3.4. Sintomatologia

Las plantas infectadas por Meloidogyne spp, muestran sintomas en los érganos
aéreos similares a los producidos por enfermedades radiculares, disminuyendo el
volumen de agua disponible para la planta; mostrando un desarrollo deficiente, menor
cantidad de hojas pequefias, amarillamiento, marchitamientos; los frutos y las

inflorescencias se atrofian reduciendo la produccion (Torres, 2003; Agrios, 2005).

Los sintomas maés caracteristicos de la enfermedad son los que aparecen sobre los
organos subterraneos de las plantas. Las raices infectadas se hinchan en la zona de
invasion y desarrollan las agallas tipicas del nodulo de la raiz, las cuales tienen un

didmetro dos o tres veces mayor al de las raices sanas (Agrios, 2005).

1.3.5. Control de Meloidogyne sp.

En primer lugar, es necesaria la prevencion de la entrada del neméatodo, pues una
vez éste se ha establecido es virtualmente imposible erradicarlo, por lo que es importante
el uso de semilla y plantones certificados y material limpio de nematodos. Aquellas
parcelas en las que se encuentre Meloidogyne deberian mantenerse al margen de la
produccién agricola por un periodo entre 2 y 4 afios. Las malas hierbas deben ser
eliminadas para evitar que sirvan como hospedadores alternativos a los neméatodos
(Talavera, 2003).

a. Control biolégico.

Dos tipos de hongos matan nematodos: atrapadores de nematodos y parasitos
endozoicos. Los hongos atrapadores capturan a los nematodos por medio de redes
adhesivas, nudos adhesivos adheridos a las redes de hifas por ramas laterales cortas, y
anillos hifales. Entre los géneros de hongos, algunos de los mas conocidos son
Arthrobotrys, que tiene anillos contractiles y redes adhesivas, y Daclylella, que son
nudos y argollas adhesivas. Los hongos atrapadores de nematodos aparentemente
producen una toxina que mata el neméatodo (Taylor & Sasser, 1983).

Hongos endofiticos

La palabra ‘endoéfito’ etimologicamente significa “dentro de la planta” (endon: dentro,

phyton: planta). En un principio, el término endofito se referia a cualquier organismo que

col

onizara el interior de los tejidos de las plantas, pero fue Wilson en 1995, citado por

(S&nchez, Sanchez, Sandoval, Ulloa, Armendériz, Garcia & Macias, 2013), quien restringio



el término Unicamente a microorganismos, refiriéndose sélo a bacterias y a hongos que no
provocan dafio aparente a la planta hospedera. Actualmente, este término se refiere a
bacterias, hongos, algas e insectos, en donde los hongos son los microorganismos que se han
aislado con mayor frecuencia como enddfitos (Sanchez et al., 2013).

Son organismos inherentes a las plantas que establecen una asociacion especifica con
su hospedero para mutuo beneficio. Existen sin nimero de especies vegetales de importancia
econdmica que interactian con especies de hongos endofitos. La planta provee al hongo
alimento, hospedaje y proteccion; por su parte, aunque no hay certeza sobre los mecanismos
de accion, los enddéfitos confieren gran potencial adaptativo a las especies vegetales
hospederas frente a condiciones adversas que generen estrés, ya sean de tipo abidtico
(salinidad, acidez) o biotico (ataque de plagas) (Abello & Kelemu, 2006).

Estudios recientes demuestran la enorme capacidad que tienen los hongos endofitos
para producir compuestos activos que le confieren proteccidn a su hospedera contra el ataque
de patégenos y herbivoros, constituyendo una nueva via para la obtencion de diversos
precursores 0 moléculas novedosas de utilidad en la agricultura y en la medicina (Sanchez
et al., 2013).

1.4.1. Clasificacion.

Los hongos enddfitos son un grupo muy diverso y polifilético que habitan en
diversas partes de las plantas. La mayoria pertenece al phylum Ascomycota, aunque
también se han encontrado en los Basidiomycota, Zygomycota y Oomycota (Sanchez et
al., 2013).

Historicamente los hongos endoéfitos se han clasificado en Clavicipitdceos y no
Clavicipitaceos, basados en su filogenia e historia de vida (Kusari, Hertweck & Michael,
2012; Arnold, Mejia, Kyllo, Rojas, Maynard, Robbins & Herre, 2003). Los
Clavicipitaceos son los enddfitos que colonizan los pastos, mientras que los no
Clavicipitaceos colonizan las plantas no vasculares, helechos, coniferas y angiospermas
(Rodriguez, White, Arnold & Redman, 2009).

Existen diversos estudios relativos a los hongos endéfitos de las zonas templadas,
no obstante, la informacion sobre los endéfitos de zonas tropicales aln representa un
objeto potencial de estudio, ya que se tiene informacién muy limitada al respecto.
Asimismo, se conoce relativamente poco de la naturaleza de la interaccion entre las

plantas lefiosas y sus endofitos foliares, a pesar de su abundancia y gran diversidad,
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particularmente en regiones tropicales, donde se ha planteado que cada hoja representa

un mosaico de diversas especies de hongos endofitos (Sanchez et al., 2013).

1.4.2. Relacién hongo endofitico — planta hospedera.

La relacion entre los hongos endofitos y su planta hospedera puede ir desde el
mutualismo hasta la patogénesis. En estas relaciones ambos organismos producen
metabolitos secundarios potencialmente toxicos. EI hongo endofito produce factores de
virulencia, como exoenzimas y metabolitos fitotoxicos, mientras que la planta produce

defensas, tanto mecanicas como bioquimicas (Sanchez et al., 2013).

Sanchez et al., (2013), menciona que los hongos endofitos pueden contribuir a la
proteccion de su hospedera contra factores bioticos (patdgenos y herbivoros) y abioticos

(estrés salino, térmico, presencia de metales, etc.), por medio de tres mecanismos:

a. Directos: por medio de enzimas y/o metabolitos secundarios con actividad anti-
patdgeno, producidos directamente por el hongo endofito.

b. Indirectos: consisten en la induccidn o incremento de la expresion de mecanismos
de defensa quimicos o fisiologicos intrinsecos a su planta hospedera.

c. Ecoldgicos: se llevan a cabo por ocupacion del nicho ecoldgico, hiperparasitismo
y predacion.

1.4.3. Metabolitos secundarios derivados de hongos enddfitos.

En la literatura se encuentra reportado un namero considerable de compuestos de
origen policétido, muchos consisten en macrdélidos, asi como en diversos compuestos
aromaticos como bencenos, naftalenos, antracenos, piranos, furanos, benzofuranos,

cromanos, xantanos, oxepanos y dépsidos (Kusari et al., 2012).

Un estudio realizado con el endéfito Clonostachys rosea indica que también es
eficiente en el control biolégico de nematodos, principalmente de las clases Meloidogyne.
El hongo puede producir dos tipos de enzimas proteasas y quitinasas que son
fundamentales para el antagonismo. Ademads, el hongo puede causar impresion
directamente en la cuticula del nematodo después de la formacion del apressorio
(Moreira, Franca, Vitorino Borges & Maffia, 2014). Mientras que Mousa & Raizada,
(2013) evaluaron clases diversas de metabolitos secundarios producidos por diversos
hongos enddfitos anti-microbianos, como Trichoderma harzianum, Xylaria sp,
Penicillium chrysogenum, Acremonium lolii, Pestalotiopsis adusta, Pestalotiopsis fici,

Acremonium zeae, Pestalotiopsis theae, Pestalotiopsis adusta, Acremonium sp; entre
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otros, sintetizaron terpenoides, alkaloides, phenyl propanoides, compuestos de aliphatic,

polyketides, y péptidos.

Una de las grandes ventajas que representa la disponibilidad de un sin namero de
microorganismos endofitos capaces de sintetizar un farmaco o un agroguimico potencial,
es evitar la necesidad de cultivar o colectar especies vegetales silvestres, asi como reducir
el costo de produccion de los principios activos (Sanchez et al., 2013). De la misma
forma, se ha propuesto que estos metabolitos podrian ser utilizados para desarrollar
agroquimicos de origen natural, que serian menos perjudiciales para el hombre y para el
medio ambiente que los compuestos quimicos sintéticos que actualmente se utilizan en
la agricultura, ya que los productos naturales pueden interactuar con blancos moleculares
especificos, afectar procesos fisiologicos particulares y presentar menores indices de

bioacumulacién (Strobel, Daisy, Castillo & Harper, 2004).

1.4.4. Parasitismo de hongos endofiticos.

El término parasitismo se refiere al hecho de que un microorganismo parasite a
otro. Puede ser definido como una simbiosis antagdnica entre organismos. El parasitismo
consiste en la utilizacion del patdgeno como alimento por su antagonista. Generalmente
se ven implicadas enzimas extra-celulares tales como quitinasas, celulasas, (13-1-3-
glucanasas y proteasas que lisan las paredes de las hifas, conidios o esclerotos). Los
ejemplos mas conocidos de hongos hiperparasitos son Trichoderma y Clonostachys
(Vero & Mondino, 1999). Ambos ejercen su accion mediante varios mecanismos entre
los que juega un rol importante el parasitismo. Hongos del género Trichoderma han sido
muy estudiados como antagonistas de patdgenos de suelos como Rizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii y Sclerotium cepivorum y existen varias formulaciones comerciales

desarrolladas a partir de ellos (Vero & Mondino, 1999).

1.4.5. Caracteristicas de los hongos endofiticos.

a. Trichoderma sp.

El género Trichoderma fue descrito por Persoon en 1794 (Martinez, Infante &
Reyes, 2013), las especies pertenecientes a este género pertenecen al filo Ascomycota
(Familia: Hypocreaceae) y se caracterizan por ser hongos saprofitos, que sobreviven
en suelos con diferentes cantidades de materia organica, los cuales son capaces de

descomponerla y en determinadas condiciones pueden ser anaerobios facultativos, lo



12

que les permite mostrar una mayor plasticidad ecoldgica (Infante, Martinez, Gonzélez
& Reyes, 2009).

Las especies de este género son los antagonistas mas utilizados para el control
de enfermedades de plantas producidas por hongos, debido a su ubicuidad, a su
facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su crecimiento rapido en un gran nimero de
sustratos y a que no atacan a plantas superiores, siendo fundamentalmente tres tipos
de mecanismos por los cuales desplazan al fitopatdgeno: competicion directa por el
espacio o por los nutrientes, produccién de metabolitos antibidticos y parasitismo
directo (Rey, Delgado, Rincén, Limén & Benitez, 2000).

Las especies de Trichoderma pasan por cuatro etapas para que se dé el proceso
de micoparasitismo, dependiendo de los hongos involucrados, de la accion biotréfica
o necrotréfica del antagonista y de las condiciones ambientales, estas son: crecimiento
quimiotréfico, reconocimiento, adhesion y enrollamiento y actividad litica, el
micoparasitismo concluye con la pérdida del contenido citoplasmatico de la célula
hospedante, mostrando sintomas de disgregacion (Infante et al., 2009). Diferentes
interacciones hifales estan involucradas en el micoparasitismo, tales como:
enrollamiento, penetracion, vacuolizacion, granulacién, coagulacion, desintegraciony
lisis (Martinez et al., 2013).

Se identificaron compuestos del tipo de las alquilpironas (6-p-pentil-pirona),
isonitrilos  (isonitrina), poliquétidos (harzianolida), peptabioles (trichodermina,
atroviridina, alameticina, suzucacilina y trichozianina), dicetopiperacinas (gliovirina
y gliotoxina), sesquiterpenos (acido heptelidico) y esteroides (viridina), como

metabolitos secundarios producidos por Trichoderma spp, (Martinez et al., 2013).

b. Clonostachys sp.

El género Clonostachys, antes se clasifico como Gliocadium, pertenece al filo
Ascomycota (Familia: Bionectriaceae) y produce conidios unicelulares en
conididforos de dos tipos, penicilado y verticilado. Las colonias del hongo en medio
prospero generalmente son blancas, naranjas o salmones. Las especies del género son
generalmente organismos cosmopolitas, presente naturalmente en areas templadas,
tropicales y desérticas. Colonizando raices, tallos, hojas y semillas de algunas especies

de plantas y tener la capacidad endoéfita de quedarse (Moreira et al., 2014).
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Los estudios como antagonista se concentran principalmente en dos aspectos
como controlador de hongos fitopatogénicos, mediante la competicion por nutrientes
y espacio o por micoparasitismo (Moreira et al., 2014). El potencial de uso del
antagonista no se limita solo al control de las enfermedades fungicas, sino que
Clonostachys sp, es también eficiente en el control biolégico de neméatodos,
principalmente de la clase Meloidogyne sp, Heterodera spp, Globodera spp, el hongo
puede pasar por una esponja de huevos y puede producir dos tipos de enzimas,
proteasas y quitinasas, que son fundamental para el antagonismo (Morgan &
Rodriguez, 1986). Ademas, el hongo puede causar impresion directamente en la
cuticula del neméatodo después de la formacion del apressorio. Las conidias del
antagonista se adhieren a la cuticula del neméatodo llevando a la inmovilizacién y mas
tarde, a la muerte, generando adicionalmente en el cuerpo del nematodo la produccién

intensa de micélio y esporas (Moreira et al., 2014).

Siendo la especie Clonostachys rosea, anteriormente conocido como
Gliocladium roseum, la méas conocida, principalmente por su capacidad de control
bioldgico, aunque también se ha descrito comportamiento sapotrofico vy

entomopatogenos (Martin ten Hoopen, 2010).

c. Xylaria sp.

Xylariaceae es una familia grande ascomycota con 35 géneros, relativamente
bien conocida encontrdndose en la mayoria de los paises. Se caracteriza por su
ascocarpo teniendo parafisis peritecios que estan incrustados en un estroma. Especies
de Xylaria son saprofitos o, a veces debilmente parasitarios en gran medida de las
plantas lefiosas y suelen tener estromas alargados. A pesar de que se encuentran
principalmente en la madera, algunas especies se encuentran en el aserrin, hojas,
estiércol o tierra. Especies de Xylaria son dificiles de identificar y clasificar todo
porque el estroma de una especie a menudo varian mucho en color, tamafio y, a veces
en forma general. Hasta ahora, la identificacion de especies de hongos se ha hecho
principalmente sobre la base de morfologia y caracteristicas microscopicas, pero esto
no es adecuado para la diferenciacion de especies estrechamente relacionadas de

Xylaria (Ramesh, Thalavaipandian, Karunakaran & Rajendran, 2012).

El interés reciente en especies de Xylaria se ha concentrado en su

fitopatogenecidad y su produccion de enzimas. Como ejemplos de metabolitos
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secundarios producidos son los derivados de &cido succinico, citocalasina, terpenoides
y polyketides (Schneider, Anke & Sterner, 1996).

Estudios in vitro de hongos enddfitos del género Xylaria han demostrado la
produccion masiva de metabolitos activos los cuales también pueden producirse
cuando el hongo habita en los tejidos vivos de plantas, incluso se ha demostrado que
pueden proteger a su hospedador de necrosis foliar y muerte inducida por algun
patogeno. Se han descubierto en Xylaria spp, nuevos compuestos y de caracteristicas
Unicas como lo son: lactonas, sesquiterpenoides, xilaramida, xilarina, Xiloquetales,
globoscina y maldoxina, entre otros; la mayoria de los cuales presentan actividad
antifangica, como, por ejemplo, contra el fitopatdbgeno Nematos poracoryli
(Mogoll6n, Moreno, lturriaga & Taddei, 2013).

d. Penicillium sp.

Las especies que incluye el género Penicillium son ubicuas, de amplia
distribucion por todo el mundo y consideradas saprdfitas. Pertenecen al filo
Ascomycota (Familia: Trichocomaceae) (De Souza, 2010), muchas de ellas viven en
suelo o en materia orgéanica en descomposicion. La estructura que caracteriza a
Penicillium spp, es el conidiéforo que presenta en forma de pincel. A la morfologia de
esta estructura es a la que debe el nombre el género (del latin Penicillus, “pincel
pequefio”). Los conidios se presentan en cadenas y son originados a partir de una
célula especializada: la fialide. El conidioforo esta unido al micelio mediante el estipe.
Entre ésta y las fidlides pueden aparecer diferentes células (Martinez, 2003).

El primer y mayor uso industrial de Penicillium spp, ha sido la produccion de
penicilina. El descubrimiento de este metabolito de Penicillium notatum (actualmente
Penicillium chrysogenum) por Alexander Fleming fue en 1928, otras especies del
género penicillium son también utilizadas industrialmente para la obtencion de
enzimas, principalmente, pectinasas, glucosa oxidasa y catalasa (Martinez, 2003).

Los compuestos metabdlicos extraidos de Penicillium spp, principalmente son,
Acido ciclopiazonico, Acido penicilico (AP), Citrinina (CIT), Ocratoxina A (OA),
Patulina, Penitrems, Roquefortina C, Toxina PR, estas micotoxinas son utilizadas para

la medicina humana y animal (Martinez, 2003).
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e. Pestalotiopsis sp.

Los conidios de Pestalotiopsis son generalmente fusiforme, de 5 celdas, con tres
celdas marrones a las células mediana fuliginoso y células de los extremos hialina, y
con dos 0 mas apéndices apicales que surgen de la célula apical. Aproximadamente se
han descrito 220 especies de Pestalotiopsis, y muchos de ellos tienen caracteres
morfoldgicos que se superponen en muchos aspectos. Muchos de ellos fueron
identificados como una nueva especie sélo en funcion de su incidencia en las nuevas

plantas hospederas (Ai-Rong, Tong & Liang Dong, 2007).

En la actualidad, al menos 23 especies de Pestalotiopsis han sido reportadas
como endofitos, algunos de los cuales producen metabolitos secundarios con un gran
potencial como antimicrobiano y aplicacién médica antitumoral. Sin embargo, muchas
especies endofitas de Pestalotiopsis nunca han sido identificadas debido a la
complicacion y dificultad en el uso existente de caracteres morfoldgicos (Ai-Rong et
al., 2007).

Un estudio de la diversidad de metabolitos secundarios antimicrobianos
producidos por hongos endofitos, sefialan los siguientes metabolitos producidos por
Pestalotiopsis spp, pestalachloride A, Pestalofones C y E, Pestalotheol C vy
Pestalachloride B, reportados en distintas plantas y actuando como antifungicos de

varios fitopatdgenos (Mousa & Raizada, 2013).

Otros estudios indican que Pestalotiopsis microspora, se comporta como
degradador de poliuretano poliéster polimero sintético (PUR), creciendo en PUR
como unica fuente de carbono tanto en condiciones aerdbicas y anaerobicas, mediante
una caracterizacién molecular de esta actividad sugiere que una hidrolasa serina es la
responsable de la degradacion de PUR. Sugiriendo que los endofitos estudiados son
una fuente prometedora de biorremediacion (Russell, Huang, Anand, Kucera,
Sandoval, Dantzler & Strobel, 2011).

f.  Acremonium sp.

El género Acremonium es un gran género polifilético de aproximadamente 150
especies, pertenecen al filo Ascomycota (Familia: Incertae sedis). El género incluye
muchas de crecimiento lento, de estructura sencilla, hongos filamentosos anamérfico,
que se encuentran tipicamente en materiales de construccion a base de celulosa

himedas que sufren de forma mojado cronicas, morfologia caracteristica de este



16

género es hifas septadas dando lugar a fialidas aculeate delgados, conicos que son
generalmente unicelulares, o conidioforos débilmente ramificado (Wicklow & Poling,
2009).

Las conidias son de color crema o durazno claro, lisas por la produccion de un
delicado micelio aéreo corto. Se ven variantes de las conidias blancas, rosadas y gris-
amarillas. Microscopicamente, los conidiéforos son largos delicados y casi como
pelos. Conidios unicelulares elipticos, ovales a cilindricos dispuestos en cabezuelas

irregulares (Koneman & Roberts, 1997).

Una investigacion reporta los siguientes metabolitos secundarios, extraidos de
Acremonium spp, en el grupo de aminas y amidas: peramine, pyrrocidines A 'y B
(Mousa & Raizada, 2013).



CAPITULO 11
MATERIAL Y METODOS

2.1.  Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo paramétrica y descriptiva (Investigacion Basica).

2.2.  Nivel de investigacion

El nivel de investigacion es Descriptiva — Explicativa, ya que se describe y explica el
efecto de cepas de hongos endofiticos aislados de sacha inchi y su biocontrol sobre huevos
y estadios juveniles de M. incognita, en condiciones de laboratorio, dentro del tipo,
biotecnologia, proteccion de cultivos, bioprospeccion y recursos genéticos.

2.3.  Disefio de investigacion

El disefio de la investigacion es experimental, realizado en condiciones de laboratorio,
estableciendo experimentos independientes para el estudio de cepas de hongos endofiticos
aislados de sacha inchi su biocontrol sobre M. incognita.

2.4.  Poblacion y Muestra
2.4.1. Poblacion.

La poblacion estad conformada por la disponibilidad de hongos endofiticos en la
micoteca del Laboratorio de Bioproteccion del Instituto de Investigaciones de la
Amazonia Peruana (I1AP — San Martin), los cuales fueron aislados de plantas de sacha
inchi.

2.4.2. Muestra.

La muestra estd conformada por 20 cepas de hongos endofiticos, albergando un

total de 7 géneros con diferentes cepas.

2.5.  Sistema de hipdtesis
Ha: Al menos una cepa de hongo endofitico aislado de sacha inchi ejerce biocontrol
sobre huevos y estadios juveniles (J2) de Meloidogyne incognita, en condiciones de

laboratorio.

HO: Ninguna cepa de hongo endofitico aislado de sacha inchi ejerce biocontrol sobre

huevos y estadios juveniles (J2) de Meloidogyne incognita, en condiciones de laboratorio.
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2.6.  Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Los datos fueron obtenidos de fuentes primarias y para conseguirlos se utilizaron las

siguientes técnicas e instrumentos:

2.6.1. Técnicas.

e Obtencion y andlisis de datos como: verificacion de la micoteca y la
disponibilidad de cepas fungicas, para la seleccion como posibles
antagonistas de M. incognita.

e Observacional, como: identificacion y reconocimiento de rasgos visuales de

cepas fangicas antagonistas (crecimiento micelial, coloracion, etc.).

2.6.2. Instrumentos.
e Ficha de micoteca, con codificacién e informacion del aislamiento.
e Cuaderno de notas.

e Archivo de datos.

2.7.  Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Se eligio un Disefio completo al azar (DCA) con veinte tratamientos y tres repeticiones
para las pruebas de parasitismo de micoendofiticos de sacha inchi al neméatodo del nudo
Meloidogyne incognita (Tabla 3) y veinte tratamientos con tres repeticiones para determinar
el efecto in vitro de extractos fangicos en tres dosis, dosis baja (50%), media (70%) y alta
(90%) sobre la eclosion de huevos y estadios juveniles de Meloidogyne incognita, cada dosis
con tres repeticiones (Tabla 4), en condiciones de laboratorio. Los datos obtenidos fueron
expresados en porcentaje, y para el analisis de variancia y medias usando la prueba de

Duncan (P<0.01) se utilizé el paquete estadistico Infostat/Profesional Version 1.1.

2.8. Métodos

2.8.1. Ubicacion del ensayo.

El trabajo de investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Bioproteccion del
Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (11AP — San Martin). Ubicado en el
distrito de Morales, provincia de San Martin, departamento de San Martin, que se
encuentra a una Latitud sur: 06° 36" 157, Longitud oeste: 76° 10" 30” Altitud de 283

m.s.n.m.m.
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San Martin). Fotos: Padilla. A. 2015.

2.8.2. Aislamientos de micoendofiticos.

a. Origen de hongos endofiticos de sacha inchi
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e a2 |
Figura 3: Laboratorio de Bioproteccion del Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (11AP —

Fueron colectados por el Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana,

en el marco del proyecto “Generacion de tecnologias para el control integrado del

nematodo del nudo (Meloidogyne incognita) de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)

en la region San Martin”, se colectaron del tallo y hojas de siete especies de Sacha

Inchi (P. volubilis L., P. huayllabambana, P. carolis-vegae, P. polyadenia, P.

loretensis, P. brachybotrya y Plukenetia sp),

cada una respectivamente

georeferenciada (Tabla 1). De los cuales se aislaron siete géneros de micoendofiticos

de sacha inchi (Tabla 2). Las cepas fueron conservadas en la Micoteca del laboratorio

de Bioproteccion del 11AP-San Martin, de la cual fue facilitada para el estudio.

Tabla 1l

Origen y ubicacion de siete especies de Plukenetia sp.

Plukenetia sp. Localidad U. politica U. Geogréfica Propietario
Limabamba LS: 6% 35,892" José
P. carolis-vegae Sec'tac\)lglvlrgnte Rodriguez de LO: 77° 31,407 Rodriguez
g Mendoza-Amazonas A:1726 Torres Riva
m.s.n.m.m
EE-Bello La Banda de LS: 6° 29,46
P. volubilis Hori Shilcayo, San Martin- LO: 76° 21,47" IHAP
orizonte P
San Martin A: 350 m.s.n.m.m
LS: 6° 23,767"
P. Longa, Rodriguezde  [O:77°34.175" Andrés Alejos
Shucush ’
huayllabambana Mendoza-Amazonas A-1617 Herrera

m.s.n.m.m
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LS: 6° 23,767"
Plukenetia sp Shucush Longa, Rodriguezde  LO: 77° 34,175" Andrés Alejos
Mendoza-Amazonas A 1617 Herrera
m.s.n.m.m
LS: 3° 49,355" Fac.
P. brachybotrya Sector Puerto  San Juan, Maynas- LO: 73° 22,325" Forestales-
Almendra Loreto UNAP
A: 105 m.s.n.m.m
o San ] M LS: 3°49,587" Fac
. uerto an Juan, Maynas- R - e
P. loretensis Almendra Loreto LO: 73° 22,429 Fo&e;\s&lss
A: 110 m.s.n.m.m
) ] LS: 3°20,049" ) )
P. poliadenia CN Huno.to— Pebgs, Ramoén LO: 71° 55.123" Hilada Blvera
Pucaurquillo Castilla-Loreto Pefia

A: 101 m.s.n.m.m
Fuente: Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (11AP-SM), 2014.

Tabla 2

Procedencia y clasificacidon taxondmica de 20 cepas de hongos endofiticos de sacha
inchi.

Procedencia

Género Cadigo de aislamiento - -
Especie Organo

Xylaria sp. kmd 152 (*) Plukenetia volubilis Tallo
Xylaria sp. kmd 27 Plukenetia sp. Tallo
Clonostachys sp. kmd 80 Plukenetia brachybotrya Tallo
Clonostachys sp. kmd 84 Plukenetia huayllabambana  Tallo
Clonostachys sp. kmd 88 Plukenetia carolis-vegae Tallo
Clonostachys sp. kmd 116 Plukenetia loretensis Tallo
Pestalotiopsis sp. kmd 102 Plukenetia carolis-vegae Hoja
Trichoderma sp. kmd 32 Plukenetia carolis-vegae Tallo
Trichoderma sp. kmd 45 Plukenetia sp. Tallo
Trichoderma sp. kmd 54 Plukenetia brachybotrya Tallo
Trichoderma sp. kmd 62 Plukenetia loretensis Tallo
Xylaria sp. kmd 08 Plukenetia poliadenia Hoja
Pestalotiopsis sp. kmd 06 Plukenetia brachybotrya Hoja
Pestalotiopsis sp. kmd 99 Plukenetia poliadenia Hoja
Pestalotiopsis sp. kmd 135 Plukenetia sp. Tallo
Penicillum sp. kmd 117 Plukenetia brachybotrya Hoja
Penicillum sp. kmd 130 Plukenetia sp. Tallo
Phyalophora sp. kmd 17 Plukenetia sp. Tallo
Phyalophora sp. kmd 26 Plukenetia sp. Tallo
Acremonium sp. kmd 51 Plukenetia sp. Tallo

Fuente: Aislamiento de hongos endofiticos, procedentes de Plukenetia spp, colectados por
Kadir Marquez Davila (Marquez, 2014).
(*) kmd 152: Cédigo colector, Kadir Marquez Davila, aislamiento 152.
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2.8.3. Descripcion de tratamientos en estudio.

Tabla 3

Disefio experimental para la prueba de parasitismo de micoendofiticos de sacha inchi al
nematodo del nudo Meloidogyne incognita.

Tratamientos

Descripcion (*)

TO - Control Suelo estéril + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita
T1 - Xylaria sp. XYL-E-152 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita
T2 - Xylaria sp. XYL-E-27 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T3 - Clonostachys sp.

CLO-E-80 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T4 - Clonostachys sp.

CLO-E-84 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T5 - Clonostachys sp.

CLO-E-88 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T6 - Clonostachys sp.

CLO-E-116 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T7 - Pestalotiopsis sp.

PES-E-102 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T8 - Trichoderma sp.

TRI-E-32 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T9 - Trichoderma sp.

TRI-E-45 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T10 - Trichoderma sp.

TRI-E-54 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T11 - Trichoderma sp.

TRI-E-62 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T12 - Xylaria sp.

XYL-E-08 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T13 - Pestalotiopsis sp.

PES-E-06 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T14 - Pestalotiopsis sp.

PES-E-99 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T15 - Pestalotiopsis sp.

PES-E-135 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T16 - Penicillium sp.

PEN-E-117 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T17 - Penicillium sp.

PEN-E-130 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T18 - Phyalophora sp.

PHY-E-17 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T19 - Phyalophora sp.

PHY-E-26 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T20 - Acremonium sp.

ACRE-E-51 (Esporas) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

(*) Descripcion: XYL-E-152 (Xylaria endofito 152); XYL-E-27 (Xylaria enddfito 27); CLO-E-80
(Clonostachys endéfito 80); CLO-E-84 (Clonostachys endéfito 84); CLO-E-88 (Clonostachys endéfito
88); CLO-E-116 (Clonostachys enddfito 116); PES-E-102 (Pestalotiopsis endofito 102); TRI-E-32
(Trichoderma enddfito 32); TRI-E-45 (Trichoderma endoéfito 45); TRI-E-54 (Trichoderma enddfito 54);
TRI-E-62 (Trichoderma endéfito 62); XYL-E-08 (Xylaria end6fito 08); PES-E-06 (Pestalotiopsis endéfito
06); PES-E-99 (Pestalotiopsis endofito 99); PES-E-135 (Pestalotiopsis enddfito 135); PEN-E-117
(Penicillium end6fito 117); PEN-E-130 (Penicillium endéfito 130); PHY-E-17 (Phyalophora endéfito 17);
PHY-E-26 (Phyalophora enddfito 26) y ACRE-E-51 (Acremonium enddfito 51).
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Disefio experimental para determinar el efecto in vitro de extractos fingicos en tres
dosis, dosis baja (50%), media (70%) y alta (90%) sobre la eclosion de huevos y
estadios juveniles de Meloidogyne incognita, cada dosis con tres repeticiones.

Tratamientos

Descripcion (*)

TO - Control Agua destilada estéril + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita
T1 - Xylaria sp. XYL-E-152 (Extracto fngico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita
T2 - Xylaria sp. XYL-E-27 (Extracto fungico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T3 - Clonostachys sp.

CLO-E-80 (Extracto fungico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T4 - Clonostachys sp.

CLO-E-84 (Extracto fungico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T5 - Clonostachys sp.

CLO-E-88 (Extracto fungico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T6 - Clonostachys sp.

CLO-E-116 (Extracto fungico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T7 - Pestalotiopsis sp.

PES-E-102 (Extracto flngico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T8 - Trichoderma sp.

TRI-E-32 (Extracto flngico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T9 - Trichoderma sp.

TRI-E-45 (Extracto fungico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T10 - Trichoderma sp.

TRI-E-54 (Extracto flngico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T11 - Trichoderma sp.

TRI-E-62 (Extracto flngico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T12 - Xylaria sp.

XYL-E-08 (Extracto fungico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T13 - Pestalotiopsis sp.

PES-E-06 (Extracto fungico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T14 - Pestalotiopsis sp.

PES-E-99 (Extracto fungico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T15 - Pestalotiopsis sp.

PES-E-135 (Extracto fungico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T16 - Penicillum sp.

PEN-E-117 (Extracto fangico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T17 - Penicillum sp.

PEN-E-130 (Extracto flngico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T18 - Phyalophora sp.

PHY-E-17 (Extracto fungico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

T19 - Phyalophora sp.

PHY-E-26 (Extracto fungico) + Huevosy J2 de Meloidogyne incognita

T20 - Acremonium sp.

ACRE-E-51 (Extracto fungico) + Huevos y J2 de Meloidogyne incognita

(*) Descripcién: XYL-E-152 (Xylaria endéfito 152); XYL-E-27 (Xylaria endéfito 27); CLO-E-80 (Clonostachys
endofito 80); CLO-E-84 (Clonostachys endofito 84); CLO-E-88 (Clonostachys enddfito 88); CLO-E-116
(Clonostachys enddéfito 116); PES-E-102 (Pestalotiopsis end6fito 102); TRI-E-32 (Trichoderma endéfito 32); TRI-
E-45 (Trichoderma endofito 45); TRI-E-54 (Trichoderma endéfito 54); TRI-E-62 (Trichoderma endéfito 62); XYL-
E-08 (Xylaria endofito 08); PES-E-06 (Pestalotiopsis enddfito 06); PES-E-99 (Pestalotiopsis enddfito 99); PES-E-
135 (Pestalotiopsis endé6fito 135); PEN-E-117 (Penicillium endéfito 117); PEN-E-130 (Penicillium endéfito 130);
PHY-E-17 (Phyalophora endéfito 17); PHY-E-26 (Phyalophora endofito 26) y ACRE-E-51 (Acremonium enddfito

51).
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Tabla 5
Concentraciones de solucion (extracto fungico) y solucion (huevos y estadios juveniles
de Meloidogyne incognita) en tres dosis.

Concentracion Descripcion

Control (¥) Solucion (agua destilada estéril) mas solucion (huevosy J2 de
Meloidogyne incognita)

50% de solucion (extracto fungico) mas 50% de solucion (huevosy J2

Baja (50%) de Meloidogyne incognita)

70% de solucion (extracto fungico) méas 30% de solucion (huevosy J2

Media (70%) de Meloidogyne incognita)

90% de solucion (extracto fungico) mas 10% de solucion (huevosy J2
0,
Alta (30%) de Meloidogyne incognita)

(*) Control: Cada dosis (baja, media y alta) tuvo un control, con tres repeticiones.

2.8.4. Prueba de determinacion del efecto parasitico de hongos endofiticos de sacha
inchi a huevos y estadios juveniles de Meloidogyne incognita.
a. Reactivacion e incremento de cepas de hongos endofiticos.

Se reactivaron todas las cepas presentes en la Tabla 2, que se encuentran
conservadas en la Micoteca del IIAP — San Martin, fueron reactivadas en placas de
Petri 15 x 60 mm que contiene medio PSAO (papa sacarosa agar mas antibiotico
oxitetraciclina), para ello se extrajo una porcion de agar con el micelio del hongo de
los viales y se transfirio a cada placa en condiciones asépticas. Las placas se dejaron
en incubacion a temperatura ambiente entre 5 a 10 dias (segun el género). Para el
incremento de indculo se volvio a reactivar las cepas de la misma manera, tratando de
mantener las cepas en condiciones Optimas de esporulacion, cada 20 dias después de
haber sido repicadas como maximo y una copia fue conservada a -20°C de temperatura
en viales que contienen solucion Glicerol al 20%.

PROCESO DE REACTIVACION DE CEPAS

Figura 4: Proceso de reactivacion de cepas. 1) preparacion de medio de cultivo PSA. 2) esterilizacion
de materiales. 3) plagueo de medio PSA + O en placas de de Petri de 15 x 60 mm. 4) viales conservados
conteniendo micelio de los aislamientos. 5) extraccién de agar conteniendo micelio de los aislamientos.
6) siembra de micelio en placas conteniendo medio PSA + oxitetraciclina. Fotos: Padilla. A. 2015.
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Figura 5: Cepas desarrollas de Trichoderma sp: 1) aislamiento 32; 2) aislamiento 45; 3) aislamiento
54; 4) aislamiento 62. Fotos: Padilla. A. 2015.

Figura 6: Cepas desarrolladas de Clonostachys sp: 1) aislamiento 80; 2) aislamiento 84; 3) asilamiento
88; 4) aislamiento 116. Fotos: Padilla. A. 2015.

Figura 7: Cepas desarrolladas de Pestalotiopsis sp: 1) aislamiento 06; 2) aislamiento 99; 3) aislamiento
102; 4) aislamiento 135. Fotos: Padilla. A. 2015.

Acre-51

Figura 8: Cepas desarrolladas: 1, 2 y 3 (aislamientos 08; 27 y 152 de Xylaria sp), 4 (aislamiento 51 de
Acremonium sp). Fotos: Padilla. A. 2015.
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Figura 9: Cepas desarrolladas: 1y 2 (aislamientos 117 y 130 de Penicillium sp); 3 y 4 (aislamientos
17 y 26 de Phyalophora sp). Fotos: Padilla. A. 2015.

PROCESO DE CONSERVACION DE CEPAS

Figura 10: Proceso de conservacion de cepas: 1) preparacion de glicerol al 20%. 2) esterilizacién de
materiales. 3) aislamiento desarrollado para su conservacion. 4) realizacion de cortes longitudinales al
medio de cultivo conteniendo micelio del aislamiento. 5) extraccion y puesta de pequefios trozos de
agar conteniendo micelio en viales, para su posterior conservacién a -20°C en una refrigeradora. Fotos:
Padilla. A. 2015.

b.  Obtencidn y esterilizacion de suelo.

El suelo empleado para esta prueba fue suelo agricola, recolectado del centro
experimental Pucayacu del Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana
(I1AP), ubicado en el centro poblado menor de Bello Horizonte a 7 Km. de la ciudad
de Tarapoto. Para la esterilizacion se acondiciono el suelo en bolsas de polipropileno
de 10 x 15 pulgadas y se sometid en autoclave a temperatura de 121°C, 15 Libras de

presién por un tiempo de 45 minutos.



26

a A

Figura 11: Esterilizacion de suelo. Foto: Padilla. A. 2015.

c. Preparacion de fuente de inoculo de hongos endofiticos de sacha inchi.

Las conidias de hongos endofiticos fueron cosechadas de entre 5 a 10 dias de
edad (segun los géneros) que crecieron a temperatura ambiente (+25°C) sobre Papa
Sacarosa Agar mas oxitetraciclina (PSAQO). Las conidias fueron cosechadas
incorporando 10 ml de agua destilada estéril (ADE) sobre la superficie de la masa de
conidias y agitado con un varilla de vidrio estéril. La suspension fue transferida a un
vaso de prueba estéril y se transfirio 1 ml de esta suspension a tubos ependorf de 2 ml
para facilitar el manipuleo al momento de la cuantificacion. En un hematocimetro se
cuantificd la concentracion de conidias y expresadas en unidades formadoras de
colonia por centimetro cubico (ufc.cc), se homogenizd la concentracion mediante

diluciones hasta obtener 1x10° ufc.cc por cada aislamiento.

Figura 12: Proceso de obtencion de fuente de indculo de hongos endofiticos de sacha inchi: 1)
aislamiento de hongo enddfito de sacha inchi. 2) incorporacion de agua destilada estéril (ADE) y
agitacion de la masa de conidias. 3) transferencia de contenido a un vaso de prueba estéril. 4)
transferencia de 1ml de esta suspension a tubos ependorf. 5) cuantificacion de conidias. 6) conidias de
Clonostachys sp, foto tomada en un microscopio invertido. Fotos: Padilla. A. 2015.
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d. Obtencidén de in6culo de Meloidogyne incognita.

Se colectaron raices de plantas de tomate (Lycopersicum sculentum) con
nodulos, infestados por el nematodo Meloidogyne incognita (Marquez et al., 2013).
Las raices fueron lavadas con agua de cafio, cortando aquellas que tengan nddulos en
trozos de aproximadamente 2 cm de longitud. Los trozos de tejido fueron rotas con
ayuda de un pilon de madera y estas se incorporaron a una botella de vidrio que
contiene solucion de hipoclorito de sodio al 5% por un minuto en agitacion
(manualmente) constante. Después se tamizd y lavé con agua destilada estéril (ADE).
Se utilizaron tamices de 170, 230 y 400 mesh. Los huevos y los individuos juveniles
(J2) del nematodo atrapados en el tamiz de 400 mesh, fueron colectados con ayuda de
una pizeta y transferidos a un vaso de prueba de 100 ml. Con ayuda de un microscopio
compuesto se cuantifico la concentracion de huevos, para ello se tomé una alicuota de
3 ml de la suspension de huevos y J2, transfiriendo el contenido a una placa de conteo,

expresando el resultado en huevos por centimetro cabico (h.cc).

Figura 13: Proceso de obtencion de fuente de inoculo de Meloidogyne incognita: 1) a. plantas de
tomate, como fuente de in6culo de M. incognita; b. raices con presencia de nédulos. 2) c. corte de raices
en aproximadamente 2 cm de longitud; d. trituracion de raices; e. agitacion de raices; f. tamizado de
raices. 3) g. puesta de suspension liquida de nematodos en un vaso de prueba. 4) h. conteo de huevos y
juveniles de M. incognita. 5) i. presencia de huevos; j. presencia de estadios juveniles. Fotos: Padilla.
A. 2015.
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e. Infestacidn del suelo con hongos endofiticos de sacha inchi e inoculacion de
huevos de Meloidogyne incognita.

Se trabajé en placas de Petri de 90 x 15 mm, distribuyendo 50 g de suelo estéril
y se inocul6 con suspension de conidias de hongos endofiticos de sacha inchi a una
concentracion de 1x10° ufc.cc por gramo de suelo. En caso de los géneros
Pestalotiopsis sp, Xylaria sp, Phyalophora sp, y Acremonium sp, no se inoculé con
conidias ya que se extrajeron pequefias porciones de agar conteniendo el micelio de
cada cepa colocando 5 trocitos por placa, luego cada placa de Petri fue puesta en bolsas
de polipropileno de 10 x 15 pulgadas dejando incubar a temperatura ambiente (£25°C)
durante cinco dias. Seguidamente se inoculd 500 huevos de Meloidogyne incognita
por placa; dejando en incubacidn a temperatura ambiente entre 25 y 27°C, durante 4;
8; 12 y 16 dias después.

Figura 14: Proceso de inoculacién del suelo con hongos endofiticos de sacha inchi y huevos de
Meloidogyne incognita: 1) pesado de suelo (50 g). 2 y 3) inoculacion de suelo con hongos endofiticos.
4) embolsado de placas conteniendo suelo estéril + hongos endéfitos. 5) inoculacion de suelo con
huevos de Meloidogyne incognita. Fotos: Padilla. A. 2015.

f.  Evaluacion de parasitismo de hongos endofiticos de sacha inchi sobre huevos
y estadios juveniles de Meloidogyne incognita.

Para realizar la evaluacién de parasitismo de hongos endofiticos se extrajeron
Juveniles (J2) de Meloidogyne incognita del suelo de la prueba en placas, mediante el
método de la bandeja, para lo cual se acondiciond tamices de PVC, posteriormente se
cubrid cada tamiz con papel toalla y se afiadi6 el suelo de cada placa al mismo tiempo

que se puso sobre bandejas evitando que entren en contacto con la base de estas, se
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agrego agua destilada a nivel del suelo, dejando reposar por 1 dia para facilitar la
sedimentacion de los nematodos. Pasado este tiempo se retird los tamices con el suelo
y se paso la solucion (agua + nematodos) por dos tamices de 230 y 400 mesh, la
muestra colectada en el tamiz de 400 mesh, fue transferida con una pizeta a un vaso
de prueba para realizar la evaluacion mediante el microscopio compuesto, donde se

conto el numero de J2 existentes en cada placa.

EVALUACION DE PARASITISMO DE HONGOS ENDOFITICOS DE
SACHA INCHI A Meloidogyne incognita

B )

©

Figura 15: Proceso de evaluacién de parasitismo de hongos endofiticos sobre M.
incognita: 1) tamiz de PVC. 2) extraccion de nematodos. 3) tamizado de muestras. 4)
conteo de juveniles. Fotos: Padilla. A. 2015.

2.8.5. Prueba del efecto in vitro de extractos fungicos de hongos endofiticos de
sacha inchi sobre la eclosion de huevos y estadios juveniles de Meloidogyne
incognita.

a. Incremento de cepas de hongos endofiticos.

Las cepas presentes en la Tabla 2, se incrementaron en placas de Petri 15 x 60
mm que contiene medio Papa Sacarosa Agar mas oxitetraciclina (PSAQ), extrayendo
una porcion de agar con el micelio del hongo y se transfirié a otra placa conteniendo
el mismo medio en condiciones asépticas, dejando en incubacion a temperatura
ambiente entre 5 a 10 dias (segun el género) y una copia fue conservada a -20°C de

temperatura en viales que contienen solucién Glicerol al 20%.



30

b. Preparacion de caldo mineral (MIN), medio bajo en nutrientes.

Para ello se necesita una lista de nutrientes para antibiosis (Tabla 6), que se
mezcld y diluy6 en un litro de agua, esterilizando a 121°C de temperatura, 15 libras
de presion por 20 minutos. Para un litro de caldo MIN se necesita 5 g de glucosa, 10
ml de caldo MIN 100x, 1000 ml de agua destilada (AD) y 1 ml de asparagino 1000x,
luego con ayuda de una probeta de 100 ml se midié 80 ml de solucién y se incorpord
en matraces de 125 ml, cubriendo cada matraz con algodén y papel aluminio para
posteriormente esterilizar a 121°C de temperatura, 15 libras de presion por 20 minutos

en una autoclave vertical.

Tabla 6

MIN medio bajo en nutrientes para antibiosis basado sobre la
solucion de nutrientes de (Huttermann & Volger, 1973).

Quimicos Gramos/L 100X
D-glucose 5,000
L-asparragine (anhydrous) 0,013
KH2PO4 1,000 10,000
MgSO, 0,300 3,000
KCI 0,500 5,000
FeSO, 0,010 0,100
Mn(CH»>COO)> . 4H>0 0,008 0,800
Zn(NOs3) . 6H.0 0,002 0,200
Ca(NOs), . 4H.0 0,050 5,000
CuSO4 0,002 0,200
NHsNO3 0,008 0,800

c. Produccion de extractos fungicos de hongos endofiticos de sacha inchi.

Las conidias de hongos endofiticos fueron cosechadas de entre 5 a 10 dias de
edad (segun los géneros) que crecieron a temperatura ambiente (+25°C) sobre Papa
Sacarosa Agar mas oxitetraciclina (PSAO). Las conidias fueron cosechadas
incorporando 10 ml de agua destilada estéril (ADE) sobre la superficie de la masa de
conidias y agitado con un varilla de vidrio esteéril. La suspension fue transferida a un
vaso de prueba estéril y se transfirio 2 ml de esta suspension a tubos ependorf de 2 ml
para facilitar el manipuleo al momento de la cuantificacion. En un hematocimetro se
cuantificé la concentracion y expresadas en unidades formadoras de colonia por
centimetro cubico (ufc.cc), se homogenizo la concentracion diluciones hasta obtener

1x108 ufc.cc por cada aislamiento, la cual se emple6 como indculo para la siembra en
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matraces estériles de 125 ml conteniendo 80 ml de caldo minimo de sales (minimal
salts broth-MIN). Fueron incubados a temperatura ambiente (£25°C) y en agitacion a

110 rpm durante siete dias.

Los extractos fngicos en cabina de flujo laminar fueron filtrados por un embudo
de vidrio con algodon estéril en tubos falcon de 50 ml también estériles, y
centrifugados a 5 000 rpm por 10 minutos con la finalidad de precipitar micelios y

esporas.

PRODUCCION DE EXTRACTOS FUNGICOS

Figura 16: Proceso de produccion de extractos fungicos de micoendofiticos de sacha inchi: 1) fuente
de in6culo conteniendo suspension liquida de conidias de micoendofitos. 2) cuantificacién de conidias.
3) matraces en agitacion, produciendo metabolitos secundarios. 4) filtracion de extractos flngicos en
tubos falcdn de 50 ml. 5) aislamiento presentando impurezas. 6) centrifugado a 5 000 rpm. Fotos:
Padilla. A. 2015.

d. Obtencidén de in6culo de Meloidogyne incognita.

Se colectaron raices de plantas de tomate (Lycopersicum sculentum) con
nodulos, infestados por el nematodo Meloidogyne incognita, a partir de estas se realizd
la extraccion de huevos mediante el método descrito anteriormente en el numeral
4224

e. [Efecto de extractos fungicos de micoendofiticos de sacha inchi en la eclosion
de huevos de Meloidogyne incognita.

Primeramente, se debe contar con in6culo de Meloidogyne incognita. Con ayuda

de un microscopio compuesto se cuantificd la concentracion de huevos y juveniles,

tomando una alicuota de 3 ml de la suspension liquida, transfiriéndola a una placa de



32

conteo, expresando el resultado en huevos y juveniles (J2) por centimetro cubico
(h.cc). Inmediatamente después se puso a Bafio Maria a 90°C por una hora a los
extractos fungicos de cada aislamiento que se formuld en tres concentraciones (50%;
70% y 90%) (Tabla 5), poniendo una cantidad de 600 huevos en tubos de ensayo de
150 x 15 mm, sellando cada tubo con papel aluminio, al final cada tubo de ensayo se

puso en gradillas e incubados a temperatura ambiente (£25°C).

EFECTO IN VITRO DE EXTRACTOS FUNGICOS A Meloidogyne incognita

Figura 17: Proceso del efecto in vitro de extractos fungicos a Meloidogyne incognita: 1) cuantificacion
de huevos y juveniles (J2). 2) extractos fangicos en el bafio maria a 90°C. 3) proceso de puesta de
concentraciones de huevos de Meloidogyne incognita mas extractos fungicos en tres dosis (50%; 70%
y 90%). 4) tubos de ensayo de 150 x 15 mm conteniendo concentraciones de huevos de Meloidogyne
incognita mas extractos fungicos. Fotos: Padilla. A. 2015.

f.  Evaluacidn del efecto in vitro de extractos fungicos de hongos endofiticos de
sacha inchi sobre la eclosion de huevos y estadios juveniles de Meloidogyne
incognita.

Para realizar la evaluacion del efecto in vitro de micoendofiticos de sacha inchi
sobre la eclosion de huevos de Meloidogyne incognita, se formuld tres
concentraciones (Tabla 5), donde se inocularon 600 huevos de Meloidogyne incognita
mas extractos fungicos de micoendofiticos de sacha inchi, cada tubo de ensayo se pasé
por un bortex y se extrajo con una micropipeta, una alicuota de 3 ml, la muestra fue
colocada en una placa de conteo, para luego realizar el conteo de juveniles (J2) y

huevos mediante el microscopio compuesto.
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Figura 18: Huevo de Meloidogyne incognita en
inmersién con extractos flngicos de Trichoderma
sp; Foto: Padilla. A. 2015.

2.8.6. Variables evaluadas.

a. Parasitismo de hongos endofiticos de sacha inchi a huevos y estadios juveniles
de Meloidogyne incognita.

El porcentaje de parasitismo de hongos endofiticos de sacha inchi, se determin6

tomando el porcentaje de eclosion de huevos de Meloidogyne incognita a los 4; 8; 12

y 16 d.d.ex (dias después de la exposicion), a partir de este dato se determiné el

porcentaje de parasitismo de hongos endofiticos a huevos de Meloidogyne incognita.

b. Efecto in vitro de extractos fungicos de hongos endofiticos de sacha inchi sobre
la eclosion de huevos y estadios juveniles de Meloidogyne incognita

El porcentaje de eclosion de huevos de Meloidogyne incognita, se determin6

mediante evaluaciones microscépicas, para la cual se tomo alicuotas de 3 ml de las

tres concentraciones de extractos fangicos con huevos de Meloidogyne incognita,

incubadas en tubos de ensayo. Las evaluaciones se realizaron a los 4; 8; 12y 16 d.d.in

(dias después de la inmersion). Las evaluaciones consistieron en el conteo de huevos

de Meloidogyne incognita.



CAPITULO I
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Parasitismo de hongos endofiticos a huevos de Meloidogyne incognita en suelo
en condiciones de laboratorio
La Tabla 7 y la Figura 19 muestran el Analisis de Varianza con nivel de significancia
al 0,01%, y la prueba de Duncan (p<0,01) respectivamente para el parasitismo de hongos
endofiticos aislados de sacha inchi hacia huevos de M. incognita, datos transformados a
funcién ASeno (x/100).

Tabla 7

Analisis de varianza del promedio de porcentaje de parasitismo de cepas de micoendofiticos
de sacha inchi a huevos y estadios juveniles de Meloidogyne incognita, durante las cuatro
evaluaciones (4; 8; 12y 16 d.d.ex), datos transformados a “ASeno (x/100)”.

Fuente de variacion G.L sC CM  F.calculado p-valor Significancia
TRATAMIENTOS 20 22,8 1,14 39,4 <0,0001 **
Error 40 1,16 0,03
Total 60 24

**= Altamente significativo

R?=95% C.V=1,83% Promedio= 86,7%
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Figura 19: Prueba de Duncan (p<0,01) del promedio de porcentaje de parasitismo (%) de micoendofiticos de sacha inchi a huevos y estadios juveniles de Meloidogyne
incognita en placas de Petri con suelo estéril. Durante las cuatro evaluaciones (4; 8; 12 y 16 d.d.ex). Comparados con el control sin inocular con hongos endofiticos, y si

con huevos de M. incognita.
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El analisis de varianza (Tabla 7) indica que existen diferencias altamente significativas
entre los tratamientos (hongos endofitos) y el control, con nivel de significancia de 0,01;
datos obtenidos en porcentaje de parasitismo de micoendofiticos de sacha inchi a huevos y
estadios juveniles de Meloidogyne incognita, transformados a “ASeno (x/100)”.

Asi mismo, la Figura 19, muestra el efecto parasitico de micoendofiticos de sacha
inchi a huevos y estadios juveniles de Meloidogyne incognita en placas de Petri de 90 x 15
mm conteniendo suelo estéril; siendo los tratamientos T2 (T2: XYL-E-27); T4 (T4: CLO-
E-84) y T16 (T16: PEN-E-117), con 91,67%; 92% y 92,33% de promedio de porcentaje de
parasitismo hacia huevos y estadios juveniles de Meloidogyne incognita durante las 4
evaluaciones respectivamente los que tuvieron mejor resultado, pero sin distinguirse con los
siguientes tratamientos: T3 (T3: CLO-E-80); T5 (T5: CLO-E-88); T6 (T6: CLO-E-116); T7
(T7: PES-E-102); T8 (T8: TRI-E-32); T10 (T10: TRI-E-54); T12 (XYL-E-08); T13 (T13:
PES-E-06); T14 (T14: PES-E-99); T15 (T15: PES-E-135); T17 (T17: PEN-E-130); T18
(T18: PHY-E-17); T19 (T19: PHY-E-26) y T20 (T20: ACRE-E-51), ya que no se mostraron

diferencias estadisticas significativas.

Con diferencias estadisticas significativas con los deméas tratamientos se tiene a: T1
(T1: XYL-E-152) y T11 (T11: TRI-E-62), con porcentajes de parasitismo de 83% y 82,33%
durante las cuatro evaluaciones respectivamente. Y el tratamiento TO (TO: CONTROL), con
gran diferencia estadistica significativa respecto a los demas tratamientos con 44,67% de
promedio de porcentaje de parasitismo durante las cuatro evaluaciones respectivamente, lo
que indica que si hubo diferencia estadistica entre los veinte tratamientos y el control,
ademas que los huevos de Meloidogyne incognita probablemente desarrollaron vy
completaron su ciclo biolégico normalmente, pero que a la vez representan al nimero de
huevos que por algun factor biético (huevos inmaduros) o abidtico (temperatura, humedad,

etc.), no lograron eclosionar y se quedaron en el suelo.

Segun los resultados obtenidos, todas las cepas de hongos endofiticos de sacha inchi,
mostradas en la Tabla 2, lograron parasitar huevos de Meloidogyne incognita en el suelo.
Entre los mejores tratamientos que tuvieron un indice de porcentaje de parasitismo durante
las 4 evaluaciones (Figura 19) se encuentran el T2 (T2: XYL-E-27); T4 (T4: CLO-E-80) y
T16 (T16: PEN-E-117) con promedios de 91,67%; 92% y 92,33% de promedio de

parasitismo durante las 4 evaluaciones respectivamente.
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Pero de manera general (Figura 19) todas las cepas mostraron un porcentaje de
parasitismo a huevos de Meloidogyne incognita, superiores al TO (TO: CONTROL), quien
mostro diferencias estadisticas significativas a los veinte tratamientos durante las cuatro

evaluaciones (4; 8; 12 y 16 d.d.ex respectivamente).

Estos resultados tienes similitud con trabajos realizados por, Del Castillo et al., (2014)
y Mendoza et al., (2013), concluyendo que cepas nativas de Trichoderma sp, disminuyen
significativamente tanto la poblacion de huevos como J2 de Meloidogyne sp, observando
que Trichoderma spp, destruyen huevos de Meloidogyne sp, en una secuencia de parasitismo

que concluye con la completa destruccién a las 72 horas.

Morales (2014) en Costa Rica reporta a Trichoderma atroviride como controlador
bioldgico del nemétodo barrenador Radopholus similis (Cobb) en el cultivo de banano,
mostrando una actividad antagonista similar al testigo quimico, con un porcentaje de

biocontrol de 72%.

Por otro lado, Martinez et al., (2013) coincide con la efectividad de Trichoderma sp,
al obtener en sus experimentos el control de fitonematodos, haciendo referencia a que este
hongo exhibe la capacidad de envolver al neméatodo en micelio, y produce metabolitos que
actian como nematicidas, tales como Trichodermin, Suzukacilina, Alameticina, Dermadina,

entre otros.

Por su parte Morgan et al., (1986), indica que Clonostachys sp, es eficiente en el
control bioldgico de Meloidogyne sp, Heterodera spp, Globodera spp, el hongo puede pasar
por una esponja de huevos y puede producir dos tipos de enzimas, proteasas y quitinasas,

que son fundamental para el antagonismo.

En la region una investigacion similar lo realizd, Cayotopa (2014) evalud el efecto
antagonico de 10 cepas de Trichoderma spp, enddfito de cacao como biocontrol contra
Meloidogyne incognita, teniendo resultados altos en cuanto al porcentaje de parasitismo a

huevos de Meloidogyne incognita en 53,05% y el 51,09% respectivamente.

3.2. Capacidad de inhibicion de extractos fungicos hacia la eclosion de huevos y
estadios juveniles de Meloidogyne incognita
3.2.1. Dosis baja, al 50% de concentracion.
La Tabla 8 y la Figura 20 muestran el Analisis de Varianza con nivel de

significancia al 0,01%, y la prueba de Duncan (p<0,01) respectivamente para la
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inhibicién de extractos fungicos (50%) de hongos endofiticos aislados de sacha inchi,
hacia la eclosion de huevos y estadios juveniles de M. incognita, datos transformados a

grados.

Tabla 8

Analisis de Varianza del promedio de porcentaje de eclosion de huevos de Meloidogyne
incognita, sometidos a extractos fungicos de hongos endofiticos de sacha inchi, durante
las cuatro evaluaciones (4; 8; 12y 16 d.d.in), datos transformados a grados.

Fuente de variacion G.L sC CM F.calculado p-valor Significancia
TRATAMIENTOS 20 2572,19 128,61 15,72 <0,0001 e
Error 40 327,21 10,0081
Total 60 2903,25

**= Altamente significativo

R?= 89% C.V=9,19% Promedio= 27,1%
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Figura 20: Prueba de Duncan (p<0,01) del promedio de porcentaje de eclosion (%) de huevos de Meloidogyne incognita, sometidos a extractos flingicos de micoendofiticos
de sacha inchi en tubos de ensayo, de la dosis baja, al 50% de concentracién. Durante las cuatro evaluaciones (4; 8; 12 'y 16 d.d.in).
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El analisis de varianza (Tabla 8) indica que existen diferencias altamente
significativas entre los tratamientos (hongos endofitos) y el control con nivel de
significancia de 0,01; datos obtenidos en porcentaje de eclosion de huevos de
Meloidogyne incognita sometidos a extractos fungicos de hongos endofiticos de sacha

inchi, transformados a “Grados”.

Asi mismo, la Figura 20, muestra el efecto inhibitorio de micoendofiticos de sacha
inchi hacia la eclosion de huevos de Meloidogyne incognita, incubadas en tubos de
ensayo; siendo los mejores tratamientos, T1 (T1: XYL-E-152); T2 (T2: XYL-E-27); T3
(T3: CLO-E-80); T4 (T4: CLO-E-84); T5 (T5: CLO-E-88); T6 (T6: CLO-E-116); T8
(T8: TRI-E-32); T9 (T9: TRI-E-45); T14 (T14: PES-E-99); T16 (T16: PEN-E-117) y T17
(T17: PEN-E-130); con 23,28%; 21,89%; 23,22%; 23,67%; 20%; 21,33%; 20,67%;
22,56%; 23,06%; 22,11% y 22,11% de promedio de porcentaje de eclosion de huevos de
Meloidogyne incognita durante las 4 evaluaciones respectivamente, pero sin distinguirse
estadisticamente de los siguientes tratamientos: T7 (T7: PES-E-102); T10 (T10: TRI-E-
54); T11 (T11: TRI-E-62); T12 (T12: XYL-E-08); T13 (T13: PES-E-06); T15 (T15: PES-
E-135); T19(T19: PHY-E-26) y T20 (T20: ACRE-E-51), ya que no mostraron diferencia

estadistica significativa entre si.

Con diferencias estadisticamente significativas tenemos al T18 (T18: PHY-E-17),
con promedio de porcentaje de eclosion de 34,56% durante las cuatro evaluaciones
respectivamente. Y al TO (TO: CONTROL) con 71,5% de promedio de eclosién durante
las cuatro evaluaciones, lo que indica que, si hubo diferencia estadistica significativa
entre los veinte tratamientos y el control, ademéas que los huevos de Meloidogyne
incognita se desarrollaron y completaron su ciclo bioldgico normalmente. Y que los
huevos de M. incognita, expuestos a extractos fungicos de hongos endofiticos de sacha
inchi, sufrieron la desintegracion del protoplasma, matando al embrion, dejando infertil

al huevo.

3.2.2. Dosis media, al 70% de concentracion.

La Tabla 9 y la Figura 21 muestran el Analisis de Varianza con nivel de
significancia al 0,01%, y la prueba de Duncan (p<0,01) respectivamente para la
inhibicion de extractos fungicos (70%) de hongos endofiticos aislados de sacha inchi,
hacia la eclosion de huevos y estadios juveniles de M. incognita, datos transformados a

grados.
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Tabla9

Analisis de Varianza del promedio de porcentaje de eclosion de huevos de Meloidogyne
incognita, sometidos a extractos fungicos de hongos endofiticos de sacha inchi, durante
las cuatro evaluaciones (4; 8; 12 y 16 d.d.in), datos transformados a grados.

Fuente de variacion G.L SC CM F.calculado p-valor Significancia
TRATAMIENTOS 20 4517,1 225,86 31,3 <0,0001 *x
Error 40 288,61 0,0072
Total 60 4 898,68

**= Altamente significativo
R?=94% C.V=18,75% Promedio= 26,9%
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Figura 21: Prueba de Duncan (p<0,01) del promedio de porcentaje de eclosion (%) de huevos de Meloidogyne incognita, sometidos a extractos fingicos de micoendofiticos
de sacha inchi en tubos de ensayo, en la dosis media, al 70% de concentracion. Durante las cuatro evaluaciones (4; 8; 12 y 16 d.d.in).
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El analisis de varianza (Tabla 9) indica que existen diferencias altamente
significativas entre los tratamientos (hongos enddfitos) y el control, con nivel de
significancia de 0,01; datos obtenidos en porcentaje de eclosion de huevos de
Meloidogyne incognita sometidos a extractos fungicos de hongos endofiticos de sacha

inchi, transformados a “Grados”.

Asi mismo, la Figura 21, muestra el efecto inhibitorio de micoendofiticos de sacha
inchi hacia la eclosion de huevos de Meloidogyne incognita, incubadas en tubos de
ensayo; siendo los mejores tratamientos: T1 (T1: XYL-E-152); T5 (T5: CLO-E-88); T6
(T6: CLO-E-116); T7 (T7: PES-E-102); T8 (TRI-E-32) y T10 (T10: TRI-E-54); con
14,22%; 17,56%; 16,33%; 15,11%; 15,61%; 15,67% y 15,78%; de promedio de
porcentaje de eclosion de huevos de Meloidogyne incognita durante las 4 evaluaciones
respectivamente, pero sin distinguirse estadisticamente de: T2 (T2: XYL-E-27); T3
(T3:CLO-E-80); T4 (T4: CLO-E-84); T9 (T9: TRI-E-45) y T11 (T11: TRI-E-62), ya que

no mostraron diferencias estadisticas significativas entre si.

Quienes mostraron diferencias estadisticas significativas fueron: T12 (T12: XYL-
E-08); T13 (T13: PES-E-06); T14 (T14: PES-E-99); T15 (T15: PES-E-135); T16 (T16:
PEN-E-117); T17 (T17: PEN-E-130); T18 (T18: PHY-E-17); T19 (PHY-E-26) y T20
(T20: ACRE-E-51), con 30%; 34,67%; 37,22%; 28,56%; 37,56%; 33,89%; 41,22%;
33,33% Yy 26,22% de promedio de porcentaje de eclosion de huevos de M. incognita,
durante las cuatro evaluaciones. Pero siendo el TO (TO: CONTROL), con 72,33% de
promedio de eclosion durante las cuatro evaluaciones, el tratamiento que mostr6 mas
diferencias estadisticas significativas con los veinte tratamientos, lo que indica que los
huevos de Meloidogyne incognita desarrollaron y completaron su ciclo bioldgico
normalmente. Y que los huevos de M. incognita, expuestos a extractos fungicos de
hongos endofiticos de sacha inchi, sufrieron la desintegracion del protoplasma, matando

al embrion, dejando infértil al huevo, parecido a la dosis baja.

3.2.3. Dosis alta, al 90% de concentracion

La Tabla 10 y la Figura 22 muestran el Analisis de Varianza con nivel de
significancia al 0,01%, y la prueba de Duncan (p<0,01) respectivamente para la
inhibicion de extractos fungicos (90%) de hongos endofiticos aislados de sacha inchi,
hacia la eclosion de huevos y estadios juveniles de M. incognita, datos transformados a

grados.
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Tabla 10: Andlisis de Varianza del promedio de porcentaje de eclosion de huevos de
Meloidogyne incognita, sometidos a extractos fangicos de hongos endofiticos de sacha

inchi, durante las cuatro evaluaciones (4; 8; 12 y 16 d.d.in), datos transformados a
grados.

Fuente de variacion G.L SC CM  F.calculado p-valor Significancia
TRATAMIENTOS 20 4703 235,15 44,1 <0,0001 *x
Error 40 213 0,0053
Total 60 5015

**= Altamente significativo
R?=96% C.V=11,5% Promedio= 13%
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Figura 22: Prueba de Duncan (p<0,01) del promedio de porcentaje de eclosion (%) de huevos de Meloidogyne incognita, sometidos a extractos flngicos de micoendofiticos
de sacha inchi en tubos de ensayo, en la dosis alta, al 90% de concentracién. Durante las cuatro evaluaciones (4; 8; 12 y 16 d.d.in).
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El andlisis de varianza (Tabla 10) indica que existen diferencias altamente
significativas entre los tratamientos (hongos enddfitos) y el control, con nivel de
significancia de 0,01; datos obtenidos en porcentaje de eclosién de huevos de
Meloidogyne incognita sometidos a extractos fungicos de hongos endofiticos de sacha

inchi, transformados a “Grados”.

Asi mismo, la Figura 22, muestra el efecto inhibitorio de micoendofiticos de sacha
inchi hacia la eclosién de huevos de Meloidogyne incognita, incubadas en tubos de
ensayo; siendo el mejor tratamiento, el T15 (T15: PES-E-135) con 5,67%; de promedio
de porcentaje de eclosion de huevos de Meloidogyne incognita durante las 4 evaluaciones
respectivamente, pero sin distinguirse estadisticamente de: T1 (T1: XYL-E-152); T2 (T2:
XYL-E-27); T3 (T3: CLO-E-80); T4 (T4: CLO-E-84); T5(T5: CLO-E-88); T7 (T7: PES-
E-102); T8 (T8: TRI-E-32); T9 (T9: TRI-E-45); T13 (T13: PES-E-06); T14 (T14: PES-
E-99); T16 (T16: PEN-E-117); T17 (T17: PEN-E-130); T18 (T18: PHY-E-17); T19
(T19: PHY-E-26) y T20 (T20: ACRE-E-51), con 8,89%; 12,22%; 10,44%; 7,11%;
12,17%; 9,89%; 9,56%; 9,44%; 11,78%; 9,67%; 7%; 8,89%; 9,33%; 10,78%; y 5,89%
de promedio de porcentaje de eclosion de huevos de M. incognita durante las cuatro

evaluaciones, ya que no mostraron diferencias estadisticas significativas entre si.

Mientras que los tratamientos que mostraron diferencia estadistica significativa
fueron el T6 (T6: CLO-E-116); T10 (T10: TRI-E-54); T11 (T11: TRI-E-62) y T12 (T12:
XYL-E-08) con 13%; 12,67%; 13,94% y 13,33% de promedio de porcentaje de eclosion
de huevos de M. incognita. En cambio, el TO (TO: CONTROL) con 71,06% de promedio
de porcentaje de eclosion durante las cuatro evaluaciones, mostr6 diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los veinte tratamientos, lo que indica que
los huevos de Meloidogyne incognita desarrollaron y completaron su ciclo biolégico
normalmente. Y que los huevos expuestos a extractos fungicos de hongos endofiticos de
sacha inchi, sufrieron la desintegracion del protoplasma, matando al embrion, dejando
infértil al huevo, igual que en las demés dosis.

Los mejores resultados del efecto inhibitorio de micoendofiticos de sacha inchi
hacia la eclosion de huevos de Meloidogyne incognita con extractos fungicos se
obtuvieron en la dosis alta (al 90% de concentracion) (Figura 22). Entre los mejores

tratamientos que estadisticamente tuvieron mas bajo indice de porcentaje de eclosion de
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huevos durante las 4 evaluaciones se encuentra, el T15 (T15: PES-E-135); con un

promedio de 5,67% de eclosion de huevos de Meloidogyne incognita.

Comparando las tres concentraciones (al 50%; 70% y 90%) se obtuvo diferencias
estadisticamente significativas en los 20 tratamientos con respecto del control, en cuanto
al porcentaje de eclosion de huevos de Meloidogyne incognita, comparados con el TO
(TO: CONTROL). Obteniendo en el control 71,5% de eclosion (Figura 20); 72,33% de
eclosion (Figura 21) y 71,06% de eclosion (Figura 22).

Un trabajo de investigacién similar realizado por Bokhary (2002), en la que estudio
el efecto in vitro de filtrados puros de Trichoderma spp., sobre hembras y masas de
huevos de Rotylenchulus reniformis y Meloidogyne javanica, demostré que Trichoderma
spp., reducen el movimiento de Rotylenchulus reniformis después de dos dias de
tratamiento, mientras que después de una semana el efecto fue incrementado. Los
porcentajes de hembras no activas de Rotylenchulus reniformis fueron 89%; 100%; 93%
y 100%.

Por su parte Kada et al., (2015), extrajeron dos filtrados de Penicillium spp., contra
el nematodo del quiste Heterodera avenae, exponiendo huevos a diferentes
concentraciones por un periodo de 24 a 48 horas, con resultados de mortalidad de huevos

en 82,45% respectivamente despues de 48 horas de exposicion.

Meyer et al., (2004) reportan a Acremonium sp, y Penicillium sp, entre otros
hongos estudiados como precursores de compuestos naturales, que afectan la
envoltura de huevos y movilidad de J2 de Heterodera glycines y Meloidogyne
incognita en el cultivo de la soja, demostrando que los aislamientos evaluados son

capaces de producir compuestos activos contra estos nematodos.

Otro trabajo similar lo realiz6 Cayotopa (2014) en donde trabajdé con tres
concentraciones de metabolitos secundarios de Trichoderma spp, endéfito de cacao
(96,15%; 50% y 25%) obteniendo mejores resultados con la concentracion mas alta,
donde la mayoria de tratamientos a los dieciséis dias después de la inmersion (d.d.in.) se

encontraron por debajo del 18% de eclosion.
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CONCLUSIONES

De los experimentos realizados de parasitismo por hongos endofitos y los extractos de
estos hongos sobre huevos y juveniles (J2) de Meloidogyne incognita, se determiné que tiene
accion bioldgica de tipo nematicida porque redujo la eclosion de huevos y el desarrollo del

mencionado nematodo.

En cuanto a parasitismo de huevos de Meloidogyne incognita, con micoendofiticos de
sacha inchi, se concluye que durante las cuatro evaluaciones los tratamientos que mostraron
mejor indice de porcentaje de parasitismo fueron, el T2 (T2: XYL-E-27); T4 (T4: CLO-E-
80) y T16 (T16: PEN-E-117) con promedios de 91,67; 92% y 92,33% de parasitismo.

En la prueba del efecto in vitro de extractos fangicos sobre la eclosion de huevos de
M. incognita, se concluye que la mejor concentracion fue al 90%, ya que todos los
tratamientos inhibieron la eclosion de huevos en un porcentaje muy bajo comparado con las
demas dosis, siendo el mejor tratamiento durante las 4 evaluaciones el T15 (T15: PES-E-
135) con un promedio de 5,67% de eclosién de huevos de Meloidogyne incognita; esto nos

indica que tiene metabolitos secundarios que tienen accion bioldgica de tipo nematicida.
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RECOMENDACIONES

En cuanto a parasitismo de huevos de Meloidogyne incognita, con micoendofiticos de
sacha inchi, se recomienda realizar aparte del método de la bandeja otro método de
aislamiento de nemaétodos, ya que hay gran probabilidad que se podrian quedar en el suelo
cierta cantidad de poblacién y de esta manera obtener datos mas precisos. Dar condiciones
de fertilizacion (materia organica), para que los hongos endofitos se desarrollen mejor y al
mismo tiempo mantener el suelo himedo para favorecer el desarrollo de los neméatodos.
Considerar huevos fértiles (con dos a tres células diferenciadas) y estadios juveniles (J1) de

M. incognita para poder asegurar una poblacion alta de nematodos.

En cuanto al efecto in vitro de extractos fngicos sobre la eclosion de huevos de M.
incognita, se recomienda realizar estudios espectroscopicos con la finalidad de analizar los
compuestos quimicos (metabolitos secundarios) que podrian estar inhibiendo la eclosion de
huevos, o destruyendo las estructuras de huevos y juveniles; para formular en el futuro

nematicidas comerciales que podrian estar al alcance del productor de Plukenetia spp.

Realizar estudio de hongos endoéfitos, en otros cultivos promisorios y determinar su
actividad bioldgica de los diferentes extractos fungicos (metabolitos secundarios), para la

busqueda de nuevos plaguicidas como: fungicidas, nematicidas, acaricidas, insecticidas.

Efectuar estudios de biocontrol de neméatodos, promotor de crecimiento, resistencia de
plantas a factores bioticos y abidticos u otros ensayos, con los géneros de hongos endofitos
presentados, en plantas de sacha inchi a nivel de vivero y posteriormente a campo, ya que

este cultivo se encamina hacer un cultivo alternativo mas en la Region San Martin.
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Anexo 1: Porcentaje de parasitismo de huevos de Meloidogyne incognita, durante las cuatro evaluaciones.
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Anexo 2: Porcentaje de eclosion de huevos de Meloidogyne incognita, durante las cuatro evaluaciones en la dosis baja (50% de concentracién)
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Anexo 3: Porcentaje de eclosion de huevos de Meloidogyne incognita, durante las cuatro evaluaciones en la dosis media (70% de concentracién)
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Anexo 4: Porcentaje de eclosion de huevos de Meloidogyne incognita, durante las cuatro evaluaciones en la dosis media (90% de concentracion)
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