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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo determinar la eficiencia de nematicidas bioldgicos para el
control de poblaciones de Meloidogyne incognita, en el cultivo de pitahaya amarilla (Selenicereus
megalanthus), bajo condiciones de invernadero, en el cantdn Joya de los Sachas. Se realizd un
disefio de bloques completos al azar con tres réplicas y los siguientes tratamientos: T1:
Purpureocillum lilacinum; T2: Trichoderma asperellum; T3 Purpureocillum lilacinum mas
Trichoderma asperellum; T4: Comercial bioldgico; T5: testigo absoluto; T6: testigo mas
nematodo. Aplicados en dos épocas: siete dias antes y siete dias después de la inoculacién de
Meloidogyne incognita. Se evalu6: la severidad del nematodo, nimero de nddulos y nematodos
en suelos y raices, biomasa foliar y radicular. Las plantas de pitahaya presentaron un indice de
nodulaciones mayor a 100 en el sistema radicular (severidad grado 5). Hubo diferencias
significativas en el peso fresco de raiz para la época de aplicacion y diferencias significativas en
la variable biomasa foliar. La cuantificacion de nddulos en el sistema radicular mostré un efecto
significativo para los tratamientos. Las aplicaciones de los controladores antes de la inoculacion
de los nematodos demostraron un efecto positivo para la biomasa foliar y radicular por la
estimulacién endoéfita de Trichoderma spp, Purpureocillium spp sobre el sistema radical y su
emanacion en el desarrollo de la planta. EI T1 tuvo un efecto negativo por el alto nimero de
nodulaciones y poblacion de nematodos, superando al T6; el T2 redujo un 36,9% de nodulaciones
y un 21 % de poblacion con relacién al testigo mas nematodo. Se concluye que las aplicaciones
preventivas de estos hongos antagonistas, favorecen a las variables agronémicas, pero son poco
eficaces para controlar Meloydogine incognita. Se recomienda evaluar en condiciones in vitro,
nuevas concentraciones de los controladores biolégicos usados en este estudio, para seleccionar

dosificaciones eficientes en el control de Meloidogyne spp.

Palabras clave: <PITAHAYA>, <NEMATODOS>, <CONTROLADORES BIOLOGICOS>,
<INCIDENCIA>, <SEVERIDAD>.

Fimsad gtaimente porings
v Zapala
DN: eelids Zapata grelnds
| n es Zapala coES Spain <ES Spain
osESPOCH ousDBRA
eines zapalafespoch eduec

Za ata Molivo Aprusbo este documento
Ubicacidn:

Fecha 2022.03-08 15:5205.00

0417-DBRA-UPT-2022

Xii



ABSTRACT

The objective of this research was to determine the efficiency of biological nematicides for the
control of Meloidogyne incognita populations in the yellow pitahaya crop (Selenicereus
megalanthus), under greenhouse conditions, in the Joya de los Sachas canton. A randomized
complete block design was applied with three replicates and the following treatments: T1:
Purpureocillum lilacinum; T2: Trichoderma asperellum; T3 Purpureocillum lilacinum plus
Trichoderma asperellum; T4: Biological commercial; T5: absolute control; T6: control plus
nematode; seven days before and seven days after inoculation with Meloidogyne incognita.
The following were evaluated: nematode severity, number of nodules and nematodes in soil and
roots, leaf and root biomass. Pitahaya plants presented an index of nodulations greater than 100
in the root system (severity grade 5). In root fresh weight there were significant differences
not only for the time of application but also in the leaf biomass variable. The quantification of
nodules in the root system showed a significant effect for the treatments. Controller
applications before nematode inoculation showed a positive effect on leaf and root biomass due
to endophytic stimulation of Trichoderma spp, Purpureocillium spp on the root system and their
emanation in plant development. The T1 had a negative effect by the high number of
nodulations and population of nematodes, surpassing the T6; the T2 reduced 36.9% of
nodulations and 21% of population in relation to the control plus nematode (T6). It is concluded
that preventive applications of these antagonistic fungi favor agronomic variables, but are not
very effective in controlling Meloydogine incognita. It is recommended to evaluate in vitro
conditions, new concentrations of the biological controllers used in this study, in order to select

highly efficient dosages in the control of Meloidogyne spp.

Key words: <PITAHAYA>, <NEMATODS>, < BIOLOGICAL CONTROLLERS >,

<INCIDENCE>, <SEVERITY>.
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INTRODUCCION

La pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus), es una planta silvestre perenne, perteneciente a
la familia de las cactaceas (Kondo et al., 2013, p.8). Los frutos son cotizados en los mercados europeos
y asiaticos por su sabor, apariencia, contenido nutricional (vitamina C, fibra y carbohidratos), sus
semillas poseen aceites esenciales con efecto laxante y su pulpa contiene betacianinas y
betaxantina que tienen la capacidad de ser antioxidantes para las células del cuerpo humano (Ochoa
etal., 2012, p. 282).

Por esta razon, varios paises, incluido Ecuador, se han interesado por cultivar esta especie. En el
Sur de la Amazonia ecuatoriana, se ha fomentado mas su cultivo comercial y hay poco mas de 1
528 hectareas con 664 hectareas en produccion (Rivera, 2021, p.2). Sin embargo, el poco
conocimiento sobre el manejo agronémico, ha ocasionado grandes problemas de manejo,
especialmente de aspectos sanitarios, que ocasionan una disminucion de la produccién y calidad
de la fruta (Vargas et al., 2020, p. 6).

En paises tropicales, las pitahayas son infestadas por hongos, bacterias, virus, insectos y
nematodos; siendo este ultimo, uno de los problemas sanitarios mas importantes del cultivo. Los
nematodos fitoparasitos encontrados en plantaciones de pitahaya son Meloidogyne spp.,
Helicotylenchus spp., Pratylenchus spp. y Tylenchorhynchus spp. que causan pérdidas de hasta el
80% de la produccidn (Guzman et al., 2012, p. 2).

En el cantdn Palora, el INIAP realiz6 un diagndstico sobre la presencia o ausencia de nematodos
en plantaciones de pitahaya, determinandose que el 100% de los cultivos de pitahaya estaban
siendo afectados por nematodos, con una severidad de dafio tan elevada, que con aplicaciones de
nematicidas quimicos no era posible recuperar el sistema radicular (Delgado et al., 2019, p.3). L0sS
sintomas que se observaron en los cultivos fueron pencas cloréticas amarillentas y angostas,
flacidas, raquiticas, brotes muertos, retraso en el crecimiento y produccion reducida. Ademas, se
identificd tres géneros de nematodos que estaban presentes en el cultivo, Meloidogyne spp. y
Helicotylenchus spp., con una frecuencia del 97% y Tylenchus ssp., con un 3% (Delgado et ., 2019,

p. 3).
Meloidogyne spp., a nivel mundial, es uno de los nematodos agalladores mas importantes de los

cultivos agricolas, se considera como un endoparasito obligado que afecta alrededor de 3000
especies de plantas (Soto, 2016, p. 2). Una de las especies susceptible al ataque de nematodos es la
pitahaya; debido, a que con aplicaciones tipo calendario no se logra recuperar el cultivo; asi
mismo, en estudios previos se ha encontrado cantidades altas de nematodos (8 770 y 110 860
nematodos por 10 gramos de raices) en el sistema radicular lo que ha provocado que la planta

detenga su crecimiento (Palacino, 1990, pp. 80-90).



Para el control de este nematodo actualmente se usa sustancias quimicas no fumigantes de los
grupos carbamatados y organofosforados (Andrés, 2002, p.35). Sin embargo, existen alternativas poco
utilizadas pero eficaces, como el uso de enemigos naturales que presentan caracteristicas de
reducir o inhibir la reproduccién de los nematodos; dentro de este grupo podemos encontrar a las
bacterias antagonistas como Pasteuria penetrans y los hongos nemat6fagos de los géneros
Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare y Gams, Arthrobotrys spp., Trichoderma spp. ,
Purpureocillum spp., Fusarium spp., Yy otros, con accién especifica diferente dependiendo de
cada especie, cepa Yy agroecocistema (Naranjo, 2018, pp. 4-6).

En estudios realizados en naranjilla se determin6 que Pochonia spp., y Purpureocillium spp.,
presentaron una accion parasitica contra Meloidogyne spp., debido a que se redujo las poblaciones
de huevos y larvas en suelo (58.9% de reduccidn) y en las raices el indice de agallamiento estuvo
por debajo de dos, comparado con el testigo que presentd un nivel de agallamiento cinco; asi
mismo, se determind que los aislamientos de Trichoderma spp., Fusarium spp., Pochonia spp., y
Purpureocillium spp, son eficaces para la estimulacion endofitica (dentro) del sistema radical y
su efecto en el desarrollo de la planta (Paucar, 2015, pp. 50-61).

Por otra parte, en tomate (Solanum lycopersicum), se determind que Trichoderma asperellum,
Hypocreavirens, Paecilomyces sp., Hypocrea virens lograron controlar en un 50% a Meloidogyne
incognita (Mendoza, 2010; citado en Paucar, 2015, p. 30). A nivel de invernadero se determind que
Purpureocillum lilacinum redujo la poblacién de M. incognita en un 71 % en el sistema radicular

y 87. 5% en suelo, mostrando asi la accion parasitica de P. Lilacinum (Vidal, 2019, p. 40).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mayor produccion de pitahaya en Ecuador se encuentra en el cantén Palora, existe poco mas
de 1 528 hectareas con 664 hectareas en produccion (Rivera, 2021, p.2). Actualmente el rendimiento
de la pitahaya es afectado por la presencia de Meloidogyne spp. y Helicotylenchus spp., pero el
que provoca una mayor pérdida es Meloidogyne spp.; debido a que en el sistema radicular se
forman agallas y nédulos que causan obstruccién en el paso de agua y nutrientes, lo que provoca
un incorrecto desarrollo vegetativo de la planta. Adicionalmente, el desconocimiento de los
agricultores sobre alternativas tecnoldgicas sostenibles, como es el uso de controladores
bioldgicos, estd ocasionando que los productores sigan utilizando plaguicidas altamente
peligrosos para el control de nematodos sin considerar el riesgo potencial en su salud, en la de los
consumidores y la contaminacion de los recursos naturales. Por esta razon, es fundamental ir
buscando opciones de control de plagas y enfermedades con tecnologias mas amigables con el

entorno natural y social.



JUSTIFICACION

En el cultivo de pitahaya, el manejo de nematodos por lo general se realiza con productos
guimicos que no son suficientes o eficaces para reducir al maximo las poblaciones de nematodos
del suelo o raices; sin embargo, hay sustancias quimicas como los carbamatados y
organofosforados, que ayudan a la disminucion de los dafios econdmicos provocados por
nematodos en los cultivos, pero la toxicidad elevada, su persistencia en el medio y su mal uso han
llevado a un replanteamiento de las tacticas de control de estos patdégenos.

La tendencia actual es restringir por completo o al menos minimizar el uso de productos quimicos
altamente peligrosos con productos que no perjudiquen al ambiente y a los agricultores; es decir,
el cambio de lo convencional (plaguicidas) para controlar patdégenos, por alternativas mas
sostenibles, como el uso de biocontroladores, como puede ser la utilizacion de hongos o bacterias
dentro de un programa de guia integrada de cultivos agricolas. Por esta razon, el trabajo de
investigacion tiene la finalidad de evaluar la eficiencia de biocontroladores sobre las poblaciones

de nematodos Meloidogyne incognita en el cultivo de pitahaya amarilla.

OBJETIVOS

General

e Determinar la eficiencia de nematicidas bioldgicos para el control de poblaciones de
Meloidogyne incognita, en el cultivo de pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus), bajo

condiciones de invernadero, en el canton Joya de los Sachas.

Especificos

e  Evaluar la actividad nematicida de Purpureocillum lilacinum y Trichoderma asperellum en
el control de poblaciones de Meloidogyne spp., en invernadero.
o Identificar la poblacion final de Meloidogyne incognita, mediante observacion y conteo

microscdpico, para concluir que nematicida bioldgico es mas eficiente en su control.

HIPOTESIS

Hipotesis nula-Ho

e Los controladores bioldgicos en estudio no son eficientes para el control de Meloidogyne
incognita.

Hipdtesis alternativa -Ha

e Los controladores bioldgicos en estudio son eficientes para el control de Meloidogyne

incognita.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Historia e importancia del cultivo de pitahaya

La pitahaya es propia de América Central y del Sur de América, se conoce de al menos 200
especies (Hernandez y Carrillo, 2012, p. 225), y se la cultiva en una amplia gama de paises, incluidos
Vietnam, Israel, Filipinas, Estados Unidos, Guatemala, Nicaragua, México y Taiwan (Ruiz et al.,
2020, p.3). La pitahaya amarilla es una epifita facultativa que se desarrolla en las regiones bajas
amazonicas andinas de Per(, Ecuador y Colombia; lo cual adquiere su conducta trepadora con
tallos dividido y una facilidad de producir raices auxiliares (Medina, 2015, p. 8). La pitahaya es una
planta con dispersion en las selvas tropicales y subtropical presentando alto polimorfismo
(variacion morfologia entre los miembros de una misma especie) (Ruiz et al., 2020, p. 3).

En Ecuador, la produccion de pitahaya se ha convertido en un producto con un alto potencial,
junto a Colombia e Israel (Santana et al., 2020, p. 115). En la Amazonia ecuatoriana, el cantén Palora
es una de las areas de mayor produccion de pitahaya amarilla, convirtiéndose en una de las
principales fuentes de trabajo para la poblacidn de la zona (Sevillano, 2015, p.23). Sin embargo, las
plantaciones en la localidad y en otras zonas productoras estan siendo afectadas por el ataque de

plagas y enfermedades que comprometen la productividad del cultivo (Paucar, 2015, p. 3).

1.2. Nematodo agallador Meloidogyne spp.

Existen alrededor de noventa especies del género Meloidogyne en todo el mundo, las cuatro
especies mas comunes y frecuentes son M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla., (Zijlstra
y Venne 2000, pp. 847-853). Ademas, el género Meloidogyne spp., son considerados como
cosmopolitas y parasitos de muchas plantaciones por su apresurado desarrollo y reproduccién
durante el ciclo del cultivo y las heridas ocasionadas por este nematodo son focos de infeccion de
otros patdgenos, asi mismo, la formacién de agallas o tumores destruyen a los haces vasculares
de la planta obstruyendo la absorcion de nutrientes y agua del suelo hacia la planta, ocasionando

de esta forma la pérdida total del rendimiento y la cosecha del cultivo (Garcia et al., 2004, pp. 28-40).

Por lo tanto, los nematodos agalladores del género Meloidogyne spp. constituyen una de las
principales causas que provocan pérdidas econdmicas en los cultivos horticolas y fruticolas (Perry,
Moens y Starr 2009: p.2). Y en los cultivos de pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus HAW.) la

problematica sefialada es la misma (Guzman et al., 2012, p. 2).



1.2.1. Ubicacion taxonémica

El género Meloidogyne se ubica dentro de la siguiente clasificacién taxonémica (Saire, 2017, p. 6).

Tabla 1-1: Clasificacion taxonémica de Meloidogyne incognita

Descripcién

Phylum Nemata

Clase Secernentea, Von Linstow 1950, Dougherty 1958.
Orden Tylenchida, Thorne 1949.

Suborden Tylenchina, Chitwood 1950

Superfamilia Tylenchoidea, Orley 1880.

Familia Heteroderidae, Schuurmans, Sterkhoven 1941
Subfamilia Meloidogyninae, Skarbilovich 1959.

Género Meloidogyne, Géldi 1892.

Especie Meloidogyne incognita

Fuente: Saire, 2017, p.6.

1.2.2. Morfologia

Meloidogyne incognita es sexualmente dimorfica, la hembra es de saca a globosa, de 0.4 a 1.3
mm de largo, y generalmente incrustado en los tejidos de la raiz que a menudo estan hinchados o
agrietados; Su cuerpo es suave, de color blanco perla y en forma de quiste. El cuello sobresale
anteriormente y el poro excretor esta anterior al bulbo mediano y, a menudo, cerca de la base del
estilete. Su vulva y ano son terminales, a ras o ligeramente elevados del contorno corporal, la
cuticula de la regién terminal forma un patrén perineal caracteristico, que esta formado por el
atrofiado final de la cola, los fa&smidos, las lineas laterales, la vulva y el ano rodeados de cuticular,
la hembra produce un promedio de alrededor 500 huevos ( Marin, 2012, p.19-25).

El macho tiene una forma larga, delgada y cilindrica en forma de gusano, pero la region del labio
tiene una cabeza distintiva, que incluye un disco labial rodeado por los labios laterales y medial.
El esqueleto de la cabeza suele ser mas débil y el estilete menos robusto y mas corto, de 18-24
pUm de largo para muchas especies ( Marin, 2012, p.19-25).

Los juveniles infecciosos de la segunda etapa, a menudo libres en el suelo, suelen medir entre
0.3 y 0.5 mm de largo; son menos robustos, el estilete es delicado con pequefias protuberancias
basales, de menos de 20 um de largo y el esqueleto de la cabeza débil. El bulbo esofagico mediano
estd bien desarrollado y las glandulas esofagicas son extensas, superponiéndose al intestino en

varios anchos corporales, principalmente ventralmente.
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La cola es conica, a menudo termina en un extremo redondeado estrecho, pero la longitud de la
cola es variable, 1,5-7 anchos del cuerpo anal entre especies, a menudo termina en una region

hialina clara, cuya extensién puede ayudar a distinguir especies ( Marin, 2012, p. 19-25).

1.2.3. Ciclo biolégico y patoldgico de Meloidogyne incognita

Ademas del adulto y el huevo, hay cuatro estadios juveniles y cuatro mudas en el ciclo de vida de
M. incognita. El primer estadio juvenil (J1) emerge del huevo y, después de la primera muda, da
lugar al juvenil infeccioso del segundo estadio (J2). El juvenil mévil se mueve hacia las puntas
de las raices y penetra las puntas de las raices de huéspedes susceptibles. Migra a través de la raiz
y establece sitios de alimentacion (conocidos como células gigantes) en las células del parénquima
vascular mediante la inyeccidn de sustancias secretadas por sus glandulas esofagicas. Luego, el
nematodo ingiere el contenido citoplasmico de las células gigantes, actuando como un drenaje
metabolico que desvia los nutrientes de la planta al nematodo (Cuya, 2012, p.7).

Las secreciones del nematodo culminan en hipertrofia e hiperplasia de las células, generalmente
acomparfiadas de agrandamiento de las raices con formacién de agallas. Durante el proceso, J2
aumenta de ancho y se somete a muda a la tercera etapa juvenil (J3), cuarta etapa juvenil (J4) y
finalmente a la etapa adulta macho o hembra. Los machos pueden aparecer en especies
partenogenéticas, por lo general durante condiciones adversas, como cuando los nutrientes son

limitados o cuando las densidades de poblacién son altas (Cuya, 2012, p.7).

Los J2 inician la formacion de los sitios de Los nematodos se
alimentacion después de la inyeccion de la secrecion desarrollan en J3, J4 +
de las glandulas esofagicas en las cehilas de la raiz. 5 adultos. Se forman las
formando las "céhilas gigamtes” . /{(’i agallas en respuesta a

la alimentacion del
. nematodo

Céhilas gigantes

J2 entra a la raiz ymigraala
zona de elongacion cehilar

—— Los huevos son
/i;:se infectiva (J2) es atraida colocados en
h masas en la parte

acia las raices en crecimiento
/ externa de la

hembra

@‘ T T~ Masa dé‘-)j’
) = "7 - huevos
Voo ) P
La J1 mmda dentro (-~ - * 53
- =

del huevo

Las raices con agallas

Figura 1-1: Ciclo biolégico de Meloidogyne incognita
Fuente: Saire, 2017, p.6.



1.2.4. Sintomas y dafios producidos por Meloidogyne incognita

Los nematodos agalladores no producen ningln sintoma especifico en la superficie. Las plantas
afectadas tienen una apariencia poco productiva y, a menudo, muestran sintomas de atrofia,
marchitez o clorosis (Ciancio, 2007, p.183). Los sintomas son particularmente graves cuando las
plantas se infestan poco después de la siembra. Sin embargo, las poblaciones de nematodos no se
acumulan hasta el final de la temporada y las plantas crecen normalmente hasta que alcanzan la
madurez. Luego comienzan a marchitarse y mueren con la floracién, lo que reduce el cuajado y
el desarrollo de la fruta (Ciancio, 2007, p.183).

Bajo tierra, los sintomas de los nematodos agalladores son bastante distintivos; bultos o agallas
que varian en tamafio de 1 a 10 mm de diametro, se desarrollan en todas las raices. En
infestaciones severas, las raices muy agrietadas pueden pudrirse, dejando un sistema de raices

deficiente con algunas agallas grandes(Ciancio, 2007, p.183).

1.2.5. Distribucion y diseminacion de Meloidogyne incégnita

Meloidogyne incognita esté disperso por todo el mundo, en regiones con inviernos moderados,
cortos y climas calidos es donde ocurre con méas frecuencia. De acuerdo a su capacidad para
desarrollarse y sobrevivir sus requerimientos climaticos pueden dividirse en termoéfilos y criofilos,
su ciclo biolégico se completa dependiendo de la temperatura basal de 10°C (Campos, 2015, p.6).
Los nematodos agalladores viven en toda clase de suelo, desde muy himedos (3000 mm de
precipitacion) hasta muy secos (40 mm de precipitacion), con temperaturas que van desde los 14
a 35 °C, y estan adaptados ampliamente a una diversidad de huéspedes (plantas) que se cultivan

o crecen desde el nivel de mar hasta los 1 600 m s.n.m. ( Suarez et al., 2002; citados en Vinces, 2019, p.5).

1.2.6. Rango de hospedero.

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

y muchas malezas (Paucar , 2015, pp. 7-8).



1.3. Métodos de control

Varios autores indican diferentes técnicas de control de Meloidogyne spp., mencionando como
primera alternativa el control quimico, que resulta en grandes inversiones para poder obtener
productividad, otra alternativa utilizada es el control cultural con manejo de barbecheros, rotacién

de cultivos y sobre todo cultivos resistentes a la plaga (Barrés, 2006, p. 1).

1.3.1. Control cultural

Se basa en las buenas practicas agricolas tales como: la rotacion de cultivos, plantaciones en
asocio con plantas repelentes, barbecho, utilizacion de plantas injertadas en patron que presentan
resistencia al nematodo agallador, plantaciones de chinchino (crotolaria incana) pueden servir
como cultivos trampa, sembrando antes de la siembra del cultivo principal, con esta técnica
eliminamos una gran cantidad de larvas infectivas y malezas susceptibles al ataque de

Meloidogyne spp.,(Lozano et al., 2007, p. 7).

1.3.2. Control quimico

Los métodos quimicos de control implican la aplicacion de diferentes formulaciones inorgénicas
para matar o interferir con la reproduccion de Meloidogyne spp. en suelos infestados. Los
nematicidas suelen ser el método mas eficaz para controlar altos niveles de Meloidogyne spp. Los
nematicidas que contienen ingredientes activos de fenamifos, oxamil, dicloropropeno (1, 3-D),
dazomet, fluopyram y metam-sodio, son los mas utilizados en este tipo de control (Herrera, 2011, p.
17). Su uso continuo puede conducir a cierto nivel de resistencia en especies de nematodos
parésitos de las plantas y algunos de estos productos quimicos son téxicos para los seres humanos,

los animales y los recursos naturales, debido a los residuos que emergen cuando se aplican (Cisnero,
2005, p. 25).

1.3.3. Control Bioldgico

Este método implica el uso de organismos antagonistas vivos en cultivos puros o en mezclas para
controlar Meloidogyne spp., estudios han demostrado efectos significativos en el control de estos
nematodos parésitos de las plantas. Estos productos suelen desarrollarse a partir de
microorganismos como Pasteuria penetrans, Pasteuria hartismeri, Pochonia chlamydosporia,
Bacillus firmus, Paecillomyces lilacinus y Trichoderma spp. EI modo de accién de estos
microorganismos es adherirse a la cuticula del nematodo o parasitar los huevos de las hembras,

matando posteriormente a los nematodos (Bishop et al., 2007, pp. 28-33).
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Existen investigaciones que muestran estrategias biologicas en la que endéfitos como Fusarium
oxysporum (FO162) pueden inducir resistencia sistémica contra Meloidogyne spp. en algunos
cultivos como el tomate (Walters, 2009, pp. 459-465). La colonizacion de raices por F. oxysporum
(FO162) conduce a la acumulacién de exudados radiculares en las raices del tomate que tienen

un efecto repelente sobre M. incognita.,(Mohamed, 2010, p. 1).

1.4,  Controladores bioldgicos de Meloidogyne spp.

1.4.1. Purpureocillium lilacinum

Purpureocillium lilacinum conocido anteriormente como Paecilomyces lilacinus (Thom
Samson); es un hongo que posee actividad antagénica sobre hembras y huevos de nematodos
(Lamovsek et al., 2013, pp 263-275). Este microorganismo parasita varias especies de nematodos plaga
(Globodera, Radopholu, Meloidogyne, Pratylenchus y Heterodera) en varios cultivos, y es muy
eficaz para controlar huevos, hembras sedentarias y nematodos moviles; por esta razon, este

hongo esta siendo multiplicado industrialmente como agente de control bioldgico de plagas (inglis
etal., 1999, p. 30).
Para la multiplicacion de este hongo, se realizan aislamientos de algunos habitats, como: suelos

cultivados, no cultivados, bosques, pastizales, desiertos, sedimentos, lodos de depuradora e
insectos. También, se han aislado de huevos de nematodos y ocasionalmente de hembras de
nematodos agalladores y quistes. Aunque se ha detectado con frecuencia en la rizosfera de muchos

cultivos (Senthilkumar et al., 2020, p. 1).

1.4.1.1. Ubicacion taxonémica

El género Purpureocillum spp., se ubica dentro de la siguiente clasificacion taxondmica (Sansom
1974, p. 1).

Tabla 2-1: Clasificacion taxondmica de Purpureocillum lilacinum

Descripcion

Reino Fungi

Phylum Ascomycota
Orden Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Género Purpureocillium
Especie lilacinum

Fuente: Sansom, 1974, p.1



1.4.1.2. Caracteristicas morfologicas de Purpureocillium lilacinum

P. lilacinum tiene hifas septadas amarillentas, a menudo con paredes lisas y conidiéforos
verticilados o ramificados irregularmente, y fialidas con una base ancha y un cuello alargado. Los
conidios son unicelulares; hialino, encadenado; y el conidio mas joven esta en el extremo basal.
La temperatura Optima para su multiplicacion oscila entre los 25 a 30°C, presentando una
coloracién lila y el pH adecuado para su desarrollo es de 2 a 10 (Acosta, 20086, p.1).

La termotolerancia conidial se correlaciona con su tamafio y forma. Por lo tanto, las conidios o
ascosporas asexuales mas pequefias y esféricas son méas vulnerables a las elevadas temperaturas.
Este hongo tiene altas tasas de esporulacion de crecimiento y crece en una amplia gama de
temperaturas y sustratos. Como resultado, su rapida multiplicacion asegura un desarrollo viable

y asequible de formulaciones comerciales (Van den Brule et al., 2020, pp. 986-999).

1.4.1.3. Mecanismos de control biol6gico del género Purpureocillum spp.

Aunque se desconocen muchos mecanismos de control biolégico, los avances en la metagenémica
proporcionan cierta informacion sobre la interaccion planta-patégeno-antagonista. En el género
Purpureocillum spp., los mecanismos microbianos involucrados en la supresién de plagas y
enfermedades son directos (parasitismo, competencia o antibiosis) e indirectos, que involucran la
proteccion de las plantas a través de mecanismos de resistencia sistémica inducida (Latz et al., 2018,
pp. 555-565). A continuacion, se describen los principales Mecanismos de control bioldgico del

género Purpureocillum spp.

e  Parasitismo. - Purpureocillum spp., es capaz de parasitar hongos, nematodos y artrépodos.
Después de que tiene lugar el reconocimiento y la interaccion patégeno-antagonista, se
produce la penetracion y/o secrecidn de complejos enzimaticos, lo que lleva al crecimiento
del antagonista a expensas de su huésped. La penetracion puede ser mecéanica, a través del
desarrollo de apresorios, 0 enzimética, a través de la liberacion de celulosa, glucanasa,
lactasa, leucinoxina, lipasa, pectinasa, proteasa, quitinasa o xilanasa, que estan involucradas
en el proceso de infeccion (Park et al., 2004, pp 271-276).

Especies de este género, como P. lilacinum, puede penetrar tanto en la cascara de huevo
como en los componentes estructurales de las etapas juvenil y adulta de diferentes especies
de nematodos a través de la germinacién de esporas y la posterior ramificacion de hifas y

formacion de apresorios (Park et al., 2004, pp 271-276).
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En cuanto a la produccion de enzimas liticas que provocan un efecto nematicida, se conoce
de la sintesis de amilasas, lipasas, proteasas y quitinosas asociadas a esta especie (Yu etal.,
2015, p.345). La sobreexpresion de genes que regulan la sintesis de estas enzimas aumenta la
virulencia de P. lilacinum y la capacidad parasitaria contra Meloidogyne incognita,
Panagrellus redivivus y Caenorhabditis elegans (Park et al., 2004, pp. 271-276).

Competencia. - La competencia por los nutrientes y el espacio regula el crecimiento de
patdgenos que coexisten en el mismo nicho. La produccion de sideréforos limita la
disponibilidad de hierro para los patégenos. La sintesis in vitro de sider6foros de
hidroxamato y carboxilato, como el trihidroxamato de ferrirubina, principalmente estan
presentes en P. lilacinum y P. variotii., (Vala et al., 2006: p. 605). Si bien este mecanismo tiene
un impacto directo en el control, la competencia suele ir acompafiada de otros mecanismos.
El rapido crecimiento de las especies de Purpureocillum spp., previene el desarrollo de
ciertos patdgenos (Yu etal., 2015, p.345).

Antibiosis. - La produccion de metabolitos secundarios con efecto antimicrobiano por
especies de Purpureocillum spp. ha sido ampliamente descrita. Entre ellos, podemos destacar
la sintesis de alcaloides, compuestos fenolicos, compuestos organicos volatiles, esteroides,
flavonoides, péptidos, polipéptidos, quinonas y terpenoides (Lugtenberg et al., 2016, p.194).
Recientemente se han descubierto un total de 148 metabolitos activos producidos por
diferentes especies de este género que pueden usarse para el desarrollo de farmacos o
agroguimicos (Li et al., 2020, pp. 805-825).

Resistencia inducida en plantas. - Purpureocillum spp., juega un papel importante como
endofito en numerosas plantas al proporcionar varias ventajas para su desarrollo. Puede
utilizarse directa o indirectamente como potencial bioestimulante. Cuando se usa
directamente, sus metabolitos aumentan los pardmetros morfoldgicos de la planta y el
rendimiento del cultivo (Chandra etal., 2013 pp.18-24). Cuando se usa indirectamente en
combinacion con agentes patdégenos como nematodos u hongos, Purpureocillum spp., tiene
efectos positivos sobre el crecimiento de los cultivos al actuar como un agente de control
biolégico (Malhadas et al., 2017: p.1).

La interaccion planta-controlador mejora la salud de las plantas a través de diferentes
mecanismos Yy proporciona proteccion contra fitopatdgenos. Esta interaccién muestra una
produccién de fitohormonas, como las giberelinas y el acido indol-acético, que promueven
el crecimiento y mitigan los efectos del estrés abi6tico, como la salinidad (Chandra et al., 2013,
pp.18-24).
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1.4.1.4. Modo de Accién de Purpureocillium lilacinum sobre Meloidogyne incognita

Como hongo nematdfago, Purpureocillum lilacinum es ampliamente estudiado y se puede
encontrar en una variedad de formulaciones biol6gicas para uso agricola; hay muchos ejemplos
en los que Purpureocillum spp. actian como agentes nematicidas, especialmente contra
Meloidogyne spp., pero también contra otros géneros como Globodera, Rotylenchulus,
Heterodera, Xiphinema o Pratylenchus (Djian et al., 1991, pp. 101-112).

Las esporas de estas especies deben germinar en el hospedador para penetrar y colonizar su
superficie, con el fin de modificar su fisiologia. Purpureocillum act(ia segin las especies de
hongos y nematodos que parasite (Djian et al., 1991, pp. 101-112).

P. lilacinum puede actuar en diferentes etapas de desarrollo de nematodos infectando huevos,
nematodos jovenes o adultos. La cascara de huevo de los nematodos es la principal barrera contra
los agentes parasitos y proporciona resistencia tanto a los nematicidas quimicos como a los
compuestos biologicos. Este organismo es capaz de secretar enzimas para degradar esta barrera 'y
desplegar mecanismos implicados en el parasitismo de nematodos (Gunasekera et al., 2011, p.775). Por
lo tanto, las observaciones han demostrado que los huevos de Meloidogyne incognita en las
primeras etapas de desarrollo son mas vulnerables que los huevos que contienen juveniles
completamente desarrollados, aunque estos Ultimos también se ven afectados. La infeccion del
huevo ocurre cuando las hifas yacen planas sobre la superficie del huevo y se forman apresorios,

luego el hongo se propaga y forman conidioéforos (Kiewnick y Sikora, 2006, pp. 180).

1.4.2. Trichoderma spp

Los hongos filamentosos del género Trichoderma son habitantes comunes de la rizosfera, han
sido ampliamente estudiados debido a su capacidad para parasitar otros hongos (micoparasitismo)
y para competir con microorganismos deletéreos de plantas (Harman et al., 2004, pp. 46-53). Estos
hongos son prolificos productores de una serie de metabolitos secundarios de importancia
farmacéutica y biotecnol6gica que incluyen péptidos no ribosomales (NRP), policétidos, pironas,
sideroforos y terpenos volatiles y no volatiles (Vinale et al., 2006, p. 145).

Las especies de Trichoderma se han utilizado para suprimir las enfermedades de las plantas y el
crecimiento de patdgenos en contacto con los tejidos de las plantas o en términos de antagonismo

de patdgenos en el medio ambiente del suelo tanto en condiciones de invernadero como de campo
(Harman et al., 2004, pp. 46-53).
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1.4.2.1. Ubicacion taxonémica

Trichoderma asperellum se clasifica de la siguiente manera(Samuel, 2006, p. 195):

Tabla 2-1: Clasificacion taxondmica de Trichoderma asperellum

Descripcion

Reino Fungi
Phylum Eukaryota
Orden Hipocreales
Familia Hypocraceae
Género Trichoderma
Especie Asperellum

Fuente: Samuels, 2006, p.195.

1.4.2.2. Morfologiay ciclo bioldgico de Trichoderma asperellum

El organismo crece y se ramifica con hifas flngicas tipicas, de 5 a 10 um de diametro. La
esporulacion asexual ocurre como conidios unicelulares, generalmente verdes (tipicamente de 3
a 5 um de didmetro) que se liberan en grandes cantidades. También se forman clamidosporas en
reposo intercalares, que también son unicelulares, aunque dos o méas clamidosporas pueden

fusionarse (Samuels, 2006, p. 195).

1.4.2.3. Mecanismos de control biolégico del género Trichoderma spp

Trichoderma spp., se ve favorecido por la presencia de muchas raices en la planta, que colonizan
con facilidad. Algunas cepas son altamente competentes en la rizosfera, es decir, pueden colonizar
y crecer en las raices a medida que se desarrollan. Las cepas con mayor competencia en la
rizosfera se pueden agregar al suelo o semillas mediante cualquier método, una vez que entran en
contacto con las raices, colonizan la superficie de la raiz o la corteza (Paez y Albarracin 2007, p.1).
Ademas, de colonizar raices, atacar, parasitar y obtener nutricién de otros hongos, Trichoderma
también mejora el crecimiento radicular y de las plantas, recientemente se han identificado varios
métodos que promueven el control bioldgico asi como el crecimiento de las plantas (Paez y
Albarracin 2007: p.1), estos métodos se detallan a continuacion:
e  Micoparasitismo. - El micoparasitismo por Trichoderma implica una combinacion de
reconocimiento del hospedador, uniény enrollamiento alrededor de las hifas del hospedador;

este es un proceso complejo que implica el crecimiento tréfico del agente de control
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bioldgico hacia los hongos objetivo, el enrollamiento de hifas de Trichoderma dado por las
lactinas en el patogeno vy, finalmente, el ataque. Este fenédmeno involucra la secrecién de
antibidticos, lo que resulta en el desarme y muerte del patégeno (Harman et al., 2004, pp.46-53).
El modo de accidn se basa en la liberacion de inhibidores especificos, potentes y atpeninas
del metabolismo mitocondrial en el patdgeno; otro efecto importante del agente de control
biolégico es la capacidad de inhibir y degradar las pectinadas y otras enzimas de los
patégenos necesarios para colonizar los tejidos vegetales (Harman et al., 2004, pp. 46-53).
Antibiosis. - Los avances recientes en la purificacion e identificacion de los metabolitos de
Trichoderma sefialan que el proceso antagonista se basa en la produccién de antibi6ticos y/o
enzimas hidroliticas asociadas a la competencia por nutrientes en la rizosfera (Yedidia et al.,
1999, pp.143-148). Existen alrededor de 43 sustancias entre: alquil-pironas, isonitrilos,
policétidos, péptidos, dicetopiperazinas, sesquiterpenos y esteroides producidas por
Trichoderma que poseen actividad antibi6tica (Langdon et al., 1998, p. 140).

Trichoderma spp. posee proteasas y quitinosas convirtiéndose en potenciales controladores
de nematodos, debido a que las enzimas presentes en Trichoderma spp. son similares a las
gue poseen los hongos nemat6fagos. El proceso de parasitismo y el resultado de los
metabolitos y las enzimas de Trichoderma sobre nematodos pueden suceder en el interior de
las raices, en el suelo o sobre la superficie de las raices. (Harman et al., 2004, pp.46-53).
Resistencia inducida. - La capacidad de las cepas de Trichoderma spp., para proteger el
sistema radicular de las plantas contra el ataque de patdgenos se atribuye el efecto antagénico
del patégeno invasor. Ademads, estas asociaciones raiz-hongo también estimulan los
mecanismos defensivos de las plantas contra numerosas clases de patégenos, es decir,
aquellos que producen infecciones aéreas, incluidos patdgenos virales, bacterianos y
fangicos (Infante et al., 2009, pp.14-21).

Adhesién. - Mediante este mecanismao, estructuras similares a ganchos o apresorios formados
por las hifas del microorganismo se adhieren al hospedante induciendo cambios en la
morfologia del hospedero por el enrollamiento, el desarrollo de apresorios y productos de
degradacion de las paredes celulares con lactinas y quitinosa producidas por parte de

Trichoderma spp. (Infante et al., 2009, pp.14-21).
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CAPITULO II
2. MARCO METODOLOGICO
2.4. Localizacion
El estudio en condiciones de invernadero se realizé en la Estacion Experimental Central de la
Amazonia (EECA), ubicada en la provincia de Orellana, cantdn La Joya de los Sachas parroquia

San Carlos.

2.5.  Ubicacion Geogréfica

Lugar: Estacion Experimental Central de la Amazonia (EECA)
Latitud: 291649

Longitud: 9962311

Altitud: 250 m.s.n.m.

78°00 76°00

Figura 1-2: Mapa de ubicacion de la Provincia Orellana — Canton Joya de los Sachas
Fuente: (GADPO, 2015).
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Estacion Experimental
Central de'larfAmazonia‘:

—
-,

Figura 2-2: Lugar de ejecucion del proyecto de investigacion
Fuente: (Google Maps, 2021).

2.6. Materiales y métodos

2.6.1. Materiales

En el desarrollo de la investigacion se utiliz algunos materiales que se detallan a continuacion:

e Materiales e insumos de campo: pencas de pitahaya, macetas, suelo, tijeras de podar,
semillas de tomate rifidn, baldes, regadera, gaveta germinadora, piolas, fundas de papel,
zaranda de madera y alambre, palas, tanques plasticos, metro, bisturi, estacas de madera,
estimulantes, funguicidas, bactericidas, etiquetas, esferos y cuaderno.

o  Materiales y reactivos de laboratorio: mandil, matraces, cajas Petri, lamparas de alcohol,
tamices de No. 60, 100 y 500, porta y cubre objetos, varilla de agitacién, vasos de
precipitacion de 200 y 250ml, matraces, aza de siembra, pinzas, bandejas plasticas, fundas
plasticas transparentes, jeringas de 1, 5 y 10 ml, parafilm, algodén, franela, papel de
aluminio, arroz, PDA (papa, dextrosa y agar), acido lactico 40%, alcohol potable e industrial,
hipoclorito de sodio 1% y chloramphenicol.

e Equipos: autoclave, balanza analitica, camara de flujo laminar, cdmara digital, destilador de
agua, microscopios, plato caliente con agitador magnético, licuadora, estufa impresora y

computadora.
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2.7. Métodos

2.7.1. Factores de Estudio

Los factores en estudio estuvieron representados por los controladores biolégicos y dos testigos.

2.7.2. Caracteristicas de la unidad experimental

La unidad experimental estuvo compuesta por 8 macetas, con plantas de pitahaya amarilla, las
mismas que se distribuyen para cada uno de los tratamientos, con tres réplicas. La aplicacion de
los microorganismos se realiz6 en dos épocas, 7 dias antes de inocular los nematodos (antes) y 7
dias después de aplicar los nematodos (después).

Namero de macetas por unidad experimental: 8

NUmero de repeticiones: 3

NUmero de tratamientos: 6

NUmero de unidades experimentales: 18

Ndmero total de macetas; 144

2.7.3. Tratamientos

Los tratamientos en estudio se describen en la tabla (1-2).

Tabla 1-2: Tratamientos bioldgicos

N° de tratamientos Descripcion Nombre
il Hongos nemat6fago Purpureocillium lilacinum
2 Hongo estimulante | Trichoderma asperellum
radicular
3 Combinacién 1 Purpureocillium lilacinum + Trichoderma
asperellum
4 Combinacién 2 Comercial biologico

(Purpureocillium lilacinum + Trichoderma

asperellum)
5 - Testigo absoluto
6 - Testigo + nematodos

Realizador por: Manobanda Neiver, 2021.
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2.7.4. Disefio experimental

A nivel invernadero los tratamientos se situaron con un Disefio de Bloques Completamente al

Azar (DBCA). El cual consta de seis tratamientos con tres repeticiones cada uno.
2.7.5. Analisis estadistico
Se realizé el Andlisis de Varianza de acuerdo a la siguiente representacion que se presenta en la

siguiente tabla.
Tabla 2-2: Analisis de varianza ADEVA

Fuentes de variacion Grados de libertad
Repeticiones 2

Tratamientos 5

Error 10

Total 17

Realizador por: Manobanda Neiver, 2021.

2.7.6. Andlisis funcional

Para realizar el analisis estadistico se realizé mediante el paquete estadistico Infostat version 2015
y los anélisis de varianza se realizaran usando Modelos Lineales Generalizados Mixtos. La
diferencia entre medias de los tratamientos se estim¢6 usando la diferencia minima significativa
Least Significance Differences (LSD) con nivel de significancia al 5%. (Di Rienzo y Macchiavelli 2017:
pp.1-30).

En el andlisis de las variables incidencia, nimero de nédulos en las raices, peso fresco, peso seco,
cantidad de Meloidogyne incognita en raices y cantidad de Meloidogyne incognita en suelo,
declaro efectos fijos al factor controladores bioldgicos expresados como tratamientos, y el factor
época de aplicacion (7 dias antes y 7 dias después de la inoculacion de nematodos) y la interaccion

de ambos factores. Se declaro los tratamientos como aleatorios.

2.8. Técnicas

2.8.1. Manejo especifico del experimento

El trabajo investigativo se llevo a cabo en condiciones de invernadero con un total de 144 pencas

de pitahaya, el proceso desarrollado se describe a continuacion:
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Esterilizacién del suelo. - se zarande6 suelo, posteriormente se trasladd al invernadero y se
esteriliz6 en una autoclave (15 psi, 15 min). El suelo esterilizado se almacen6 en un tanque
esterilizado de 200 It. Después, se coloco en las macetas esterilizadas la cantidad de 4500 g.
Siembra de estacas. - las estacas de pitahaya se cortaron de 40 cm de longitud, para luego
ser sembradas en cada maceta a una profundidad de 2 a 3 cm, con la finalidad de evitar la
afectacién de bacterias u hongos y a partir de los 22 dias aproximadamente las plantulas
empezaron a emitir sus primeras raices. El riego de las estacas se realiz con agua destilada
(225 ml por planta), la cantidad de agua que se colocé por maceta dependid de las
condiciones climaticas (Rahad et al., 2016, pp. 68-69).

Siembra de plantas de tomate de mesa (Lycopersicum esculentum Mill) para multiplicacion
de nematodos. — Para la germinacion se sembro alrededor de 40 semillas de tomate en una
bandeja germinadora, se aplicd un riego una vez al dia y después de 10 dias se procedi6 a
trasplantar en macetas con suelo esterilizado.

Obtencion de nematodos para multiplicacion. - los nematodos (Meloidogyne incognita.), se
extrajeron de raices agalladas de pitahaya y naranjilla, utilizando el método de licuadora. Las
raices encontradas se lavaron individualmente con agua comun para retirar los restos de tierra,
seguidamente se cortaron las raices en segmentos de 1 0 2 cm de longitud, se homogenizé y
se pesé 10 gramos para la extraccion de nematodos, posteriormente se colocd en una
licuadora y se afiadié 100 ml de agua, se licud a baja velocidad por 10 segundos en tres
tiempos con cinco segundos de descanso. El licuado se col6 por un juego de tres tamices de
No. 60, 100 y 500 sobrepuestos de arriba hacia abajo. El primero y segundo tamiz se lavo
por 45 segundos cada uno. El sedimento contenido en el tamiz No. 500 se lavé con una piseta
y se colect6 en un vaso graduado, luego se homogenizo y se tomo en un alicuota 1 ml para la
identificacion y conteo de los nematodos utilizando un microscopio invertido. EI namero de
nematodos encontrados en un mililitro se multiplicé por los mililitros totales del ultimo
tamiz, esta resultante corresponde a la densidad poblacional de nematodos encontrados para
la multiplicacién (Gilces et al., 2016, p.40; Hussey y Janssen 2009, pp. 43-70).

Inoculacion de nematodos en plantas de tomate. - Cuando las plantas de tomate tenian 12
dias después del trasplante, se aplico una solucion que contenia 1200 juveniles en segundo
estadio y se inocul6 a 5 cm de profundidad del suelo de cada planta (Palacino, 1990, p.83).
Aislamiento de los controladores biol6gicos. - se utilizaron dos cepas, una de Trichoderma
asperellum y otra de Purpureocillum lilacinum provenientes de la estacion experimental de
INIAP Santa Catalina, se tomaron cristales con esporas con ayuda de una pinza estéril y se
sembrd en cajas Petri con medio de cultivo Agar Dextrosa Papa (PDA). Las cajas Petri se

sellaron con cinta parafil y se etiquetaron.(Carvajal et al., 2008, p.2).
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Manejo del sustrato para la produccién de biocontroladores. - la produccion masiva de los

controladores se realiz6 en sustratos de arroz, para ello, se lavo el arroz tres veces con agua
de lallave, se dejo hidratar durante 1 hora con 30 minutos, después del periodo de hidratacion
se elimind el exceso de agua durante 20 minutos, las bolsas se cerraron sacando el aire y
haciendo un nudo en la parte superior y se esterilizaron en una autoclave durante 25minutos
a una presion de 1.5 kg/cm? (121 °C). (Lépez, 2018, p.37).
Inoculacion de los biocontradores en el sustrato. - se inoculé con una suspensién de
conidios de T. asperellum y P. lilacinum. La suspensién de conidios se prepar6 adicionando
20 ml de agua destilada estéril con Tween 80 (0.1%) a cada caja Petri con T. asperellumy P.
lilacinum con 6 dias de crecimiento. A esta suspensién conidial se afiadié 125 ppm de
cloranfenicol. Con una pipeta esterilizada se tomé 3 ml de las suspensiones de conidios y se
deposit6 en las fundas que contenian 150 g de sustrato esterilizado(arroz), las fundas se
sellaron realizando un nudo en la parte superior, se etiquetd con los datos correspondientes
y se incubaron durante 15 dias a temperatura ambiente 24 + 2 °C; el contenido de las bolsas
se mezcld6 manualmente cada 3 dias para ayudar al desarrollo del micelio y esporulacion
(L6pez, 2018. p. 39).
Obtencion del inoculo de nematodos de las plantas de tomate. — cuando las plantas de
pitahaya tenian 45 dias después de la siembra, se extrajo el sistema radical de las plantas de
tomate anteriormente inoculadas con nematodos y se repitié la metodologia mencionada por
Gilces et al., (2016); Hussey y Janssen (2009), para la obtencion de nematodos.

Inoculacion de Meloidogyne incognita en la pitahaya. — luego de la extraccion de nematodos,
se aplico una solucién que contenia 1200 juveniles en segundo estadio y se colocd a5 cm de
profundidad del suelo de cada planta de pitahaya (Palacino, 1990, p.83) .

Preparacion de las concentraciones de inoculos de biocontroladores. - Para establecer la
concentracion de indculo de Purpureocillum lilacinum y Trichoderma asperellum, se peso
1g de arroz de cada sustrato multiplicado y se preparé una suspension en 10 ml de agua

destilada, para luego realizar la cuantificacion de esporas en la cdmara de Neubauer(Gomez
et al., 2014, p.24).
La cuantificacion de esporas se calcul6 con las 20 lecturas realizadas en las areas de conteo

en la cdmara de Neuvauer (Baez et al.,2019, p. 20-21). El resultado se obtuvo con la aplicacion
de la siguiente formulada realizada por Gomez et., (2014):

Concentracion de conidios (conidios/g o ml) = x x 10000 x 16 x FD

Donde:

x: Promedio de las 20 lecturas en las areas de conteo.

FD: factor de disolucion (inverso de la dilucion cuantificada)

16 y 10000: constantes para cuadrantes laterales.
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La concentracion deseada de los controladores bioldgicos por plantas es de 1x10° esporas.ml,
para conocer la cantidad de inoculo necesario (gramos de sustrato multiplicado) que se
necesitaban disolver en 100ml de agua destilada para obtener la concentracion deseada se
aplico la siguiente formula (Vinces, 2019: p.23):

cantidad de inoculo necesario = (peso sustrato x concentracion deseada) / cantidad
cuantificada

Donde:

peso de sustrato: 1g de sustrato

concentracion deseada: 1x10°

cantidad cuantificada: namero de conidios por g.

Porcentaje de germinacion o viabilidad: Para conocer el porcentaje de germinacion se utilizd
la metodologia plateada por Gdmez et., (2014). Se tom6 0,2 ml de la ltima dilucién (dilucién
escogida para la cuantificacion de esporas en la camara de Neuvauer), se sembro en cajas
Petri conteniendo PDA, se incubo durante 18 horas. Luego en la camara de flujo laminar con
la ayuda de un asa, se cortd una porcién de agar de mas o menos 1 cm?y se coloco sobre un
portaobjeto, se adicion6 una gota de azul de lactofenol y se cubrié con un cubreobjetos.
Sacando de esta manera 5 muestras por cada caja, luego se llevd al microscopio y se realizé
el recuento de conidias germinadas y no germinadas, Se registraron los datos para sacar el
promedio de las 5 lecturas y se calculd el porcentaje de conidias germinados y no
germinados, mediante la siguiente férmula:

% Germinacion = (a/b) x 100

a = numero de conidias germinadas

b = nimero de conidias sin germinar

Si el resultado es igual o superior al 90 % se considera que la viabilidad del producto es
satisfactoria.

Aplicacion de los controladores bioldgicos en la pitahaya. - 7 dias antes y 7 dias después
de la inoculacién de Meloidogyne incognita, se aplicd los controladores bioldgicos en

soluciones de 100 ml por planta, con las siguientes concentraciones (Vinces, 2019, p.25):
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Tabla 3-2: Concentraciones de los controladores bioldgicos para cada tratamiento

N° de Descripcion Controlador bioldgico Concentracion

tratamientos

il Hongos Purpureocillium 1x10° esporas
nematéfago lilacinum
2 Hongo estimulante | Trichoderma asperellum | 1x10° esporas
radicular
3 Combinacién 1 Purpureocillium 1x10° esporas de P. lilacinum +

lilacinum + Trichoderma | 1x10° esporas de T. asperellum.

asperellum
4 Combinacién 2 Comercial bioldgico | 1x10'*esporas de P. lilacinum +
(Purpureocillium 1x10'? esporas de T. asperellum.

lilacinum + Trichoderma

asperellum)

Realizador por: Manobanda Neiver, 2021.

2.8.2. Meétodos de evaluacion

Se realiz6 una evaluacién destructiva a los 30 dias después de la aplicacién de los
biocontroladores, al azar se seleccionaron 2 plantas por repeticién de cada tratamiento en los
periodos antes indicados, posteriormente se extrajo la raiz de las plantas para las evaluaciones que

se detallan a continuacion:

a. Incidencia. - se determiné el porcentaje de plantas atacadas por el nematodo utilizando la
férmula recomendada por (Alvarez et al., 2016, p. 26):

infeccion (%) = (N° plantas infestadas/ total de plantas) x 100

b. Severidad. - Se evalu6 en base al indice de nudosidad, determinando la infeccidn radical con
la escala dada por Taylor y Sasser (1983) citado por Gelpud et al., (2011), esta tiene un esquema
de 0-6, donde 0 = 0 agallas; 1 = 1-2 agallas; 2 = 3-10 agallas; 3 = 11-30 agallas; 4 = 31-100
agallas; 5 = >100 agallas.
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26-50% 51-75% 76-100%

Figura 3-2: Escala cuantitativa de infeccion radicular
Fuente: Gelpud et al., 2011, p.54.

c. Peso fresco de la raiz (PFR). - con un bisturi se separ0 la raiz del tallo de cada planta para su
posterior pesaje en una balanza analitica(g), tomando el total del peso de raices de plantas por
tratamiento (Gelpud et al., 2016, p. 55).

d. Peso fresco y peso seco aéreo (PFA). - con la ayuda de una balanza analitica se pesaron los
cladodios de las plantas evaluadas determinando el peso fresco en gramos. luego, se colocé en
fundas de papel rotulado llevandose al horno a 65°C hasta obtener un peso constante, esto nos
ayudo para la obtencidn del peso seco aéreo en gramos. (Gelpud et al., 2016, p. 55).

e. Factor de Reproduccion (FR). - se obtuvo el FR a través de la siguiente formula) ( Salazar y
Guzman, 2013, p.10).

FR= Pf/Pi.

Donde:

Pi: es la densidad de nematodos al momento del trasplante y

Pf: es la densidad de nematodos al momento de la cosecha (30 dias).

23



CAPITULO 11

2. MARCO DE RESULTADOS

La incidencia a los 30 dias, muestra que todas las plantas en la época de aplicacion “antes” fueron
afectadas por Meloidogyne incognita, la presencia de nematodos en el tratamiento 5 (testigo
absoluto) se debe posiblemente a que las unidades experimentales se contaminaron durante el
riego. En las plantas donde se aplicaron los controladores después de siete dias de inoculado el

nematodo fueron afectadas por Meloidogyne incognita excepto el testigo absoluto (tabla 1-3).

Tabla 1-2: Incidencia: plantas afectadas por nematodo Meloidogyne incognita

Tratamiento | N° plantas afectadas | Incidencia | N° plantas afectadas | Incidencia (%0)
(antes) (%) (después)

T1 6 100 6 100

T2 6 100 6 100

T3 6 100 6 100

T4 6 100 6 100

T5 2 33 0 0

T6 6 100 6 100

Fuente: Infostat version 2015.

Realizador por: Manobanda Neiver, 2021.

Se realiz6 un andlisis univariado para el nimero de nodulaciones en el sistema radicular. El
analisis mostré un efecto significativo para tratamientos (p=0.0005) y no significativo para época
de aplicacion (p=00.2637) y la interaccion (p=0.6435). (Tabla 2-3).

Tabla 2-2: Efectos principales y efecto de interaccion para el nimero de nddulos en raices.

Tratamiento NuUmero de nédulos
Epoca de aplicacion NS

Tratamiento *

Epoca x tratamiento NS

* significant at p < 0.05, NS not significant.

Fuente: Infostat version 2015.

Realizador por: Manobanda Neiver, 2021.
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El efecto principal para los tratamientos muestra que la mayor cantidad de nddulos se formaron
cuando se aplicd Purpureocillum lilacinum + Trichoderma asperellum (T3) y cuando se aplicd
solo Purpureocillum lilacinum (T1). La menor cantidad de nodulaciones se obtuvo en el testigo
absoluto y en el tratamiento 2 donde se aplicd solo Thichoderma asperellum en relacién al T6
(testigo mas nematodo). EIl tratamiento 4 donde se utilizd la combinaciéon de productos
comerciales a base de Purpureocillum lilacinum + Trichoderma asperellum (1x 10 ufc/g) se
obtuvo la menor cantidad de nodulaciones con respecto al tratamiento 3 y 1; comportamiento, que
posiblemente se debe a que los productos elaborados a base de estos microorganismos tienen
concentraciones mas elevadas de esporas en comparacion a los otros tratamientos. Esto es
corroborado por Vince (2019), quién menciona que un producto con concentraciones de
microorganismos mayores (> 1x 1010 ufc/g) realizan un mejor control.

Por otra parte, en este periodo de evaluacion (30 dias) no se puede definir con certeza que la mejor
época de aplicacion es cuando se inocula los microorganismos 7 dias antes de la inoculacion de

los nematodos (Tabla 3-3).

Tabla 2-3: Ndmero de nodulos y severidad en las raices de plantas de pitahaya amarilla.

Epoca de aplicacion Tratamientos Numero de nédulos Severidad (%)
3 523 a
1 519 a
4 387 ab
6 342 ab
2

5

219 bc
67 c

antes 306 a

ol o K~ o o o o1 O

después 380 a

Fuente: Infostat version 2015.

Realizador por: Manobanda Neiver, 2021.

De acuerdo a la escala reportada por Taylor y Sasser (1983) la severidad con que las plantas de
pitahaya fueron afectadas por Meloidogyne fue 5 (nimero de nddulos mayor a 100) para todos los
tratamientos (Tabla 3-3); es decir, en este periodo de evaluacion la infestacién de nematodos en las
plantas de pitahaya fue alta.

Se encontrd diferencias significativas para la variable peso fresco para el factor época de
aplicacién (p=0.0464). Y no se encontré diferencias significativas para tratamientos e interaccion
(p=0.1521, p=0.1549, respectivamente). El analisis de la variable peso seco muestra diferencias
significativas para el factor época de aplicacion (p=0.0747) y no significativas los tratamientos y

la interaccion (p=0.1718, p=0.3182, respectivamente) (Tabla 4-3).
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Tabla 4-2: Efectos principales y efecto de interaccion para peso fresco y seco

Tratamiento Peso Fresco (g) Peso seco (g)
Epoca de aplicacion * *
Tratamiento NS NS

Epoca x tratamiento NS NS

* significant at p < 0.05, NS not significant.

Fuente: Infostat version 2015.

Realizador por: Manobanda Neiver, 2021.

Las plantas de todos los tratamientos que se inocularon con microorganismos antes de colocar los
nematodos, presentaron la mayor cantidad de follaje con respecto a las plantas que recibieron la
inoculacion de microorganismos después de la inoculacion de los nematodos (Tabla 5-3), este
comportamiento se debe posiblemente a que los microorganismos proveen de defensas a las
plantas para que soporten la presencia de nematodos. Similares resultados fueron reportados por
Bafos (2010), quien indica que cuando se utiliza microrganismos antagonistas para controlar
nematodos en tomate (Solanum lycopersicon) se estimula parametros fisiologicos, morfol6gicos
y productivos.

También se determind que las plantas del tratamiento con Purpureocillum lilacinum presentaron
un peso fresco similar al del testigo absoluto, este comportamiento posiblemente se debe a que el
microrganismo provee a la planta de compuestos que le permite soportar el ataque de plagas.
Segun Ortiz (2015), la aplicacién de P. lilacinum sobre Meloydogine spp., en almacigo de
guayabo (Psidium guajava) mejoraron el crecimiento y desarrollo de la planta, situacion que se
atribuye a la compatibilidad existente entre las plantas y los hongos; debido a que se aumenta la
capacidad que tienen los controladores bioldgicos para inducir la produccién de fitohormonas que

contribuyen en el crecimiento de los tejidos meristematicos de la planta (Giorgi et al., 2014, p. 99-105).

Tabla 5-2: Peso fresco y seco (g) de plantas de pitahaya amarilla, en los 30 dias de evaluacion

Epoca de aplicacion Tratamientos Peso fresco (g) Peso seco (g)

1 346.49 a 81.30 ab

5 345.67 ab 98.54 a

6 327.51 ab 97.46 a

4 314.52 ab 82.91 ab

3 310.43 ab 67.17 ab

2 286.32 b 65.68 b
Antes 339.38 a 75.89 a
Después 304.26 b 88.46 b

Fuente: Infostat version 2015.

Realizador por: Manobanda Neiver, 2021.
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Se encontro diferencias altamente significativas en la variable peso fresco de raiz para el factor
época de aplicacion (p= < 0,0001), para el factor tratamiento no se encontré diferencias
significativas (p=0,793) y se encontré diferencias significativas (p=0,0017) para la interaccion
(tabla 6-3).

Tabla 6-2: Efectos principales y efecto de interaccion para peso fresco de raices

Tratamiento Peso fresco raiz
Epoca de aplicacion *k

Tratamiento NS

Epoca de aplicacion x tratamiento *

** significant at p < 0.01, * significant at p < 0.05, NS not significant.

Fuente: Infostat version 2015.

Realizador por: Manobanda Neiver, 2021.

Tabla 7-2: Peso fresco de raices de pitahaya amarilla en las aplicaciones antes y después.

Epoca de aplicacion Peso fresco raices (g)
Antes 141,88a
Después 99,99b

Fuente: Infostat version 2015.

Realizador por: Manobanda Neiver, 2021.

El efecto principal para las épocas de aplicacion muestra que se obtiene mayor peso (g) de raices
cuando se aplica los tratamientos antes de la inoculacién del nematodo (tabla 7-3). También, se

determind que el mayor peso de raices se obtuvo con el T1 (Purpureocillum lilacinum).

Tabla 8-2: Peso fresco de raices (g) de pitahaya amarilla, a los 30 dias de evaluacién

Tratamientos Peso fresco raices(g)
Antes Después

1 209,57 78,82

3 158,80 82,12

5 139,57 76,37

2 130,77 90,72

6 128,83 98,83

4 83,77 119,10

Fuente: Infostat version 2015.

Realizador por: Manobanda Neiver, 2021.
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Se realizo un andlisis univariado para el numero de nematodos (Meloidogyne incognita) en 100
cc de suelo. Se encontro diferencias significativas para el factor época de aplicacion (p=0.0005),

y no significativas para tratamientos e interaccién (p=0.0596, p=0.1183, respectivamente).

Tabla 9-3: Efectos principales y efecto de interaccién para el nimero de nematodos en suelo

Tratamientos Numero de Meloidogyne en 100 cc
Epoca de aplicacion *

Tratamientos NS

Epoca x Tratamientos NS

* significant at p < 0.05, NS not significant.

Fuente: Infostat version 2015.

Realizador por: Manobanda Neiver, 2021.

Tabla 10-2: Poblacion de nematodos en 100 cc de suelo en las aplicaciones antes y después

Epoca de aplicacion N° de nematodos
Después 178 b
Antes 72 a

Fuente: Infostat version 2015.
Elaborado por: Manobanda, N. 2021.

El efecto principal para las épocas de aplicacion muestra que la menor cantidad de nematodos se
formaron en los tratamientos que se inocularon los microorganismos antes que meloydogine
incognita.

Se muestra la significacion para efectos principales e interaccion para la variable nimero de
nematodos en 10 gramos de raices (Tabla 11-3). El analisis mostr6 que hubo efecto altamente
significativo para época de aplicacién y tratamientos (p < 0.0001), y significativo para la
interaccion (p=0,0006).

Tabla 11-2: Efectos principales y efecto de interaccion para el nimero de nematodos en raiz

Tratamientos Numero de Meloidogyne raices
Epoca de aplicacion *

Tratamientos fale

Epoca x Tratamientos *

* significant at p < 0.05, NS not significant.

Fuente: Infostat version 2015.

Realizador por: Manobanda Neiver, 2021.
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El efecto principal para las aplicaciones muestra que la mayor cantidad de nematodos en 10 g de
raices se formaron después de haber inoculado el nematodo y los microrganismos
respectivamente (Tabla 12-3). Ademas, se determind que con el T3 (Purpureocillum lilacinum +
Trichoderma asperellum) y el T2(Trichoderma asperellum) se obtuvo la menor cantidad de
nematodos en la raiz de la pitahaya amarilla, con respecto al T6(Testigo mas nematodos) (Tabla
12-3).

Tabla 12-2: Poblacién de nematodos en 10 g raices de plantas de pitahaya amarilla.

Epoca de aplicacion Tratamientos N° de nematodos
995 a

854 a

808 a

783 ab

754 ab

204 ab

gl W N | & O

Antes 183 b
Después 1283 a

Fuente: Infostat version 2015.

Realizador por: Manobanda Neiver, 2021.

Discusion

La presencia de agallas en la raiz es un indicativo de la susceptibilidad de la planta hospedadora
a los nematodos, que es evaluada a través del nimero y tamafio de las agallas. En este estudio el
namero de agalla fue menor cuando se inocul6 con Trichoderma asperellum (T1) en comparacion
con el T6 (testigo mas nematodo), este comportamiento posiblemente se deba a que la reduccion
de la poblacion de nematodos se relaciona directamente con la presencia del microorganismo en
la rizésfera y del parasitismo de los huevos; debido, a que se reduce significativamente la
multiplicacion sucesiva de las generaciones del parasito. Este es corroborado por Kiriga et al.,
(2018) quienes manifiestan que cuando se aplica T. asperellum M2RT4 se logré reducir el niUmero
de agallas, la masa de huevos y los huevos de nematodos. Asimismo, evaluaron las épocas de
aplicacién determinando que el menor nimero de nddulos se obtuvo cuando se aplica dias antes
los microorganismos que los nematodos. manifiestan que la inoculacién anticipada de P.
lilacinum disminuye el nimero de agallas, la produccion de masa de huevos y huevos parasitados
(72%).
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Al evaluar el peso fresco y seco de las plantas de pitahaya se determind que las plantas que
presentaron mayor biomasa foliar fueron las que se inocularon con los microorganismos antes de
la inoculacién con nematodos comportamiento que es corroborado por Ganaie & Khan (2010) y
Kiriga et al., (2018) quienes observaron que las plantas con inoculaciones secuenciales con P.
lilacinumy T. asperellum se desarrollaron normalmente.

Con respecto a la variable agronémica biomasa radicular en las plantas de pitahaya amarilla se
determiné que el mejor control de nematodos ocurre cuando se aplica 7 dias antes los
microorganismos, comportamiento que puede atribuirse a que los biocontroladores
(Purpureocillum spp. y Trichoderma spp.) juegan un papel importante como enddfitos en
numerosas plantas al proporcionar varias ventajas para su desarrollo; es decir, pueden utilizarse
como bioestimulantes, cuando se usa directamente, sus metabolitos aumentan los pardmetros
morfoldgicos de la planta y el rendimiento del cultivo (Chandra et al., 2013: pp.18-24). Ademas, se
determin6 que existieron diferencias estadisticas entre tratamientos en relacion a los testigos,
destacandose la mayor eficacia en el tratamiento 1 (Purpureocillum lilacinum), estos resultados
son semejantes a los obtenidos por Mutkhtar et al. (2013), quienes aplicaron P. lilacinum en
concentraciones de 1 x 10° a 1 x 10*esporas*ml en plantas de okra (Abelmoschus esculentus L.)
inoculadas con 2000 J2 de M. incognita, y determinaron que las plantas no sufrieron afectacion
en la biomasa radicular y altura de planta. Davila y Climaco (2005) también determind que la
biomasa radicular no fue afectada cuando se aplic6 P. lilacinum como controlador bioldgico del
nematodo agallador en Crisantemo (Chrysanthemum).

En la evaluacion de poblacion de nematodos, los tratamientos que mayor reduccién obtuvieron
fueron los T2 Y T3, determinandose una reduccion poco significativa de hasta el 25 % en relacién
con el testigo. Resultados similares a los obtenidos por Mendoza (2021) quien utiliz6
Purpureocillum lilacinus, Pochonia Chlamydosporia y Trichoderma spp. como controladores de
Meloydogine spp., y no tuvieron el efecto esperado, comparando con el testigo sin aplicacién; a
pesar de tener una temperatura dentro del rango 6ptimo de 8 a 38°C. situacién que se puede
atribuir a que estos hongos benéficos mediante sus apresorios crean glicoproteinas degradadoras
de la superficie plasmatica de los huevos y no de los juveniles J2 de Meloidogyne spp, como lo

sefialan Morgan-Jones et al (1978).
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CONCLUSIONES

En esta investigacion a nivel de invernadero (humedad relativa promedio de 70% y temperatura
promedio de 35°C) la severidad de Meloidogyne en el sistema radicular de pitahaya en los
tratamientos 4, 2, 6, 1 y 3 fue de grado 5, es decir que en el sistema radicular de las plantas el
namero de nédulos fue > a 100.

Las aplicaciones de los controladores antes de la inoculacion de los nematodos demostraron un
efecto positivo para la biomasa foliar y radicular, lo cual se explica por la estimulacién endofitica
de Trichoderma spp, Purpureocillium spp sobre el sistema radical y su efecto en el desarrollo de
la planta.

La evaluacion permiti6 determinar diferencias significativas entre los 4 tratamientos y los testigos
con respecto al indice de agallamiento y el nimero de nematodos destacando el tratamiento 2
(Trichoderma asperellum) con un porcentaje de 35,96% de nodulaciones y un 21 % de poblacién
menor al T6 (testigo mas nematodo) resultados poco eficaces para la utilizacion en campo.

El tratamiento 1 (Purpureocillum lilacinum) con dosis de 1 x10° ¢ esporas*100 ml de agua, se
utilizo en este estudio debido a que se estd recomendando como un producto biol6gico eficaz
contra Meloydogine, sin embargo, el control no fue eficiente debido a que se obtuvo la mayor
cantidad de nodulaciones y un alto nimero de nematodos acercandose al tratamiento 6(testigo
méas nematodo). No obstante, se evidencio que las plantas inoculadas con este tratamiento

obtuvieron mayor biomasa radicular.
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RECOMENDACIONES

Evaluar en condiciones in vitro nuevas concentraciones de los controladores biol6gicos usados
en este estudio, con el fin de seleccionar dosificaciones altamente eficientes en el control de
Meloydogine spp.

Repetir el ensayo considerando una mayor frecuencia de aplicacion de los controladores, durante
un periodo de 4 meses.

Aplicar los nematicidas biol6gicos en rotacion con agentes quimicos de baja toxicidad.

Realizar un analisis costo/beneficio de los tratamientos con resultados mas eficaces evaluados.
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ANEXOS

ANEXO A: ZARANDEADO Y RECOLECCION DE SUELO




ANEXO D: SIEMBRA Y TRASPLANTE DE TOMATE PARA MULTIPLICACION DE
NEMATODOS




ANEXO F: MUESTREO Y OBTENCION DE INOCULO DE NEMATODOS

ANEXO G: CONTEO E INOCULACION DE NEMATODOS EN LAS PLANTAS DE
TOMATE




ANEXO H: AISLAMIENTO DE LOS CONTROLADORES BIOLOGICOS (Trichoderma

asperellum y purpureocillum lilalicinum)

ANEXO I: PREPARACION DE SUSTRATO PARA MULTIPLICACION MASIVA DE
BIOCONTROLADORES

ANEXO J: INOCULACION EN SUSTRATO




ANEXO K: SUSTRATOS CON LOS CONTROLADORES BIOLOGICOS

ANEXO M: OBTENCION DEL INOCULO DE NEMATODOS DE LAS PLANTAS DE
TOMATE
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ANEXO N: INOCULACION DE NEMATODOS EN LA PITAHAYA PARA EL ANTES Y
DESPUES

ANEXO O: APLICACION DE LOS CONTROLADORES BIOLOGICOS PARA EL
DESPUES

ANEXO P: EVALUACION: EXTRACCION DE SUELO
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ANEXO Q: EVALUACION: EXTRACCION DE RAIZ

ANEXO R: EVALUACION: DIAMETRO Y LONGITUD DE LOS BROTES
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ANEXO S: EVALUACION: PESO FRESCO DE CLADODIOS Y BROTES




ANEXO T: EVALUACION: PESO SECO DE CLADODIOS Y BROTES
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