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RESUMEN

Se aislaron 41 hongos nativos a partir de cinco agro ecosistemas de las provincias de Chimborazo (4
muestras) y Tungurahua (1 muestra). Los principales géneros encontrados correspondieron a
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Mucor, Alternaria, Fusarium, Acremonium, Paecylomices entre
otros.

Mediante la técnica de nematodos cebo (Wyborn et al. 1969), las cepas aisladas se confrontaron con una
suspension de 90 nematodos, divididos en 3 grupos de 30 individuos. La especie de nematodo utilizada
correspondio a Passalorus, presente en heces de conejo. Trascurridas 96 horas se registré los
nematodos que presentaban estructuras parasiticas o sin actividad. Los datos obtenidos fueron
analizados a través de pruebas no paramétricas (Prueba de kruskalwallis), arrojando diferencias
altamente significativas (<0,0001), por lo que se realizd una comparacion de medianas, de acuerdo al
ranking. Los aislamientos nativos GUC, GUE, UTD, GUL, SLJ fueron los mejores estadisticamente,
seguidos de las cepas PAD, SLB, SLE, SJA.

Las pruebas de patogenicidad se realizaron aplicando disefio completo al azar (DCA) con tres
repeticiones. Para el efecto, se utilizé nematodos fitoparasitos del género Meloidogyne aislados a partir
de agallas de tomate, debidamente desinfectados y homogenizadas. Se colocaron concentraciones de

108 esporas de cada una de las cepas de hongos nativos y 40 nematodos por cada una de las tres
repeticiones. Se registraron datos de inactividad de nematodos a las 24, 48, 72 y 96 horas; los datos
obtenidos se sometieron a una transformacion Bliss, usada para normalizar datos porcentuales. El
analisis de varianza demuestran que hubo diferencias altamente significativas (<0,0001) para
tratamientos, no para la para la interaccion Tratamiento x Tiempo. La prueba de Tukey al 5% para el
factor tratamiento, determind que los aislamientos GUC (73.96%), SLB (70.21%) y SLE (66.67%) son los
que presentan mayor porcentaje de inactividad de nematodos y pertenecieron a los géneros Trichoderma,
Paecilomyces y Acremonium respectivamente.
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ABSTRACT

41 native fungi were isolated from five agro ecosystems in the provinces of Chimborazo (4 samples) and
Tungurahua (1 sample). The main genera found were for Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Mucor,
Alternaria, Fusarium, Acremonium, Paecylomices among others.

Using the technique of bait nematodes (Wyborn et al. 1969), isolates were compared with a suspension of
90 nematodes, divided into 3 groups of 30 individuals. The nematode species used corresponded to
Passalorus present in feces rabbit. after 96 hours, the number of parasitized or inactive nematodes were
counted. The data obtained were analyzed by nonparametric tests (test kruskalwallis) results showed
highly significant (<0.0001), so a comparison of medians were performed, according to the ranking. The
native isolates GUC, GUE, UTD, GUL, SLJ were the best statistically, followed by the PAD, SLB, SLE,
SJA strains.

Pathogenicity tests were conducted using completely randomized design (CRD) with three replications.
For this purpose, plant parasitic nematodes Meloidogyne galls isolated from tomato, properly sanitized

and homogenized was used. Concentrations of 108 spores each of the strains native fungi and
nematodes per 40 each placed three replications. Nematode data were recorded at 24, 48, 72 and 96
hours; data obtained underwent a transformation Bliss, used to normalize percentages. Analysis of
variance showed that there were highly significant (<0.0001) for treatment, not for treatment for x Time
interaction. Tukey test at 5% for the treatment factor, determined that the GUC (73.96%), SLB (70.21%)
and SLE (66.67%) isolates are those with the highest percentage of inactivity nematodes and belonged to

the genus Trichoderma, Paecilomyces and Acremonium respectively.

Keywords: Nematophagous fungi, nematicide, biological control, bait nematodes.

I. INTRODUCCION

El suelo es uno de los ecosistemas mas
diversos y complejos en €l se desarrollan
interacciones de organismos que contribuyen a
las diferentes cadenas alimenticias, lo que hace
posible mantener un equilibrio biolégico.

Entre los organismos habitantes de suelo se
encuentran  los  nematodos,  animales
invertebrados constituidos por una amplia gama
de especies. Se los ha ubicado dentro de
cuatro grandes grupos tréficos. 1) Micrévoros,
que se alimentan de bacterias (bacterivoros) y
hongos (fungivoros), Il) Herbivoros, que se
alimentan de las raices de las plantas
(aunquealgunas especies parasitan tallos y
hojas); Ill) Omnivoros y 1V) predadores, que se
alimentan de otros organismos edaficos
(incluidos otros nematodos) y pueden ser
importantes en la supresion de especies plaga o
invasoras. (Campos-Herrera et al., 2008).

Dentro del campo agricola, las especies
fitoparasitos merecen especial atencion, y
aungue ellos corresponden a un grupo pequefio,
alrededor del 4%, se estima que reducen la
produccion agricola mundial entre un 12% y un
20%. (Talavera, 2003). Meloidogyne spp. €s la
especie mas diseminada y abundante en el
Ecuador, es considerada una especie

cosmopolita, establecida tanto en ambientes
tropicales como templados. Segin INIAP (2003)
y Eguiguren y Défaz (1992), en Ecuador los
nematodos causan pérdidas de 60 a 70% y de
68 a 75%, respectivamente, bajo condiciones de
invernadero.

Para el control de estas plagas, se suelen
aplicar  pesticidas de sintesis quimica
peligrosos, como carbofuran, oxamyl, que
ponen en riesgo la salud de productores,
consumidores y medio ambiente (Roman J.;
Acosta N., 1984), por ello, se requiere nuevas
estrategias de control, tales como el uso de
organismos  antagonistas, solos 0 en
combinacion (Agnenin, 2011, Khan et &l., 2011,
Soto-Barrientos et al., 2011).

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

Il. MATERIALES Y METODOS
2.1 Muestreo de suelos

Durante el mes junio del 2015 se realiz6 5 giras
de campo, a zonas productoras de tomate rifion
como San Luis, Pallatanga, Estacion
experimental Querochaca perteneciente a la
Universidad Estatal de Ambato; al bosque nativo
Guallanchi (BhMa), y a la parroquia de San
Juan.

Se realiz6 un muestreo al azar siguiendo un
patrén en zigzag. Con la ayuda de un barreno
se tomd 5 sub muestras por cada suelo a una
profundidad de 20 cm. (Valencia y Hernandez
2002)

2.2 Determinacidn de pH, porcentaje de
humedad y materia organica

Se mezcl6 10 g de suelo con agua destilada en
una proporcion 1:2,5 la que se agitd por 10
minutos, luego de lo cual se registro las lecturas
correspondientes de un Phmetro. (Willardet al.,
1974; Bates, 1983)

La determinacion del porcentaje de humedad, la
misma que se realiz6 mediante diferencias de
peso himedo y seco, utilizando muestras de
suelo colocadas en una estufa a 105 °C por 24
h, para ello se aplicé la siguiente formula:

%H-=
PH=PESO HUMEDO
PS= PESO SECO

El porcentaje de materia organica se realizd
mediante el método de ignicion o calcinacion, el
mismo que consiste en someter la muestra a
450°C por 30 minutos, tomar el peso seco 2 y
obtener las diferencias de pesos (Steubing,
Godoy, & Alberdi, 2001).

B27P32 4100

%MO=
pS2=peso seco después de 30 minutos a 450 °C

2.3 Aislamiento de hongos de la rizésfera
de tomate

Mediante el método de dilucién seriada el cual
consiste en pesar 20 g de suelo, colocarlo en 80
ml de agua destilada estéril, la muestra se
mezcld con un agitador magnético por 15
minutos.

Posteriormente, se realiz6 diluciones sucesivas

de 10”° y 10, Con una micropipeta se tomé
100 pl de cada dilucién y se vertio en cajas de
Petri con medio de cultivo PDA + Cloranfenicol.
Las muestras fueron dispersadas
homogéneamente en toda la superficie de la
placa mediante un rastrillo de vidrio estéril
(Ramirez et al., 1992).

Las muestras se incubaron por un lapso de
entre 3 dias a 28°C, para los suelos de San
Luis, Pallatanga, Estacién experimental
Querochaca y 5 dias a temperatura ambiente
(20-25°C) para los suelos de Guallanchi y San
Juan. Después del periodo de incubacién se
contabilizd las colonias para determinar las
UFC, luego de lo cual, se realiz6 el aislamiento
y purificacion de cada colonia.

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

2.4 Seleccién de aislamientos y prueba de
antagonismo

Se tomaron discos de colonias de 1 cm de
didmetro de cada uno de los aislamientos
obtenidos y se colocaron en el centro de cajas
de Petri con medio de cultivo Agar maiz 1/4, tres
repeticiones por cada hongo. Se afiadieron 90
nematodos cebo del género  Passalurus,
provenientes de heces de conejo, repartidos en
3 cajas de 30 cada uno. Las placas fueron
evaluadas a los 4 dias para contar en niimero
de nematodos muertos o parasitados.

2.5 Extraccion y desinfeccion nematodos

Los nematodos cebo fueron extraidos a partir
de heces de conejo mediante embudos de
Berman, 100 g de heces se colocaron en el
embudo durante 24 h, los nematodos
recolectados fueron centrifugados durante 1
minuto para lavarlos y eliminar el exceso de
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agua, para lo cual se utilizé una solucion al 2%
de hipoclorito de sodio durante 1 minuto,
posteriormente enjugados con agua destilada
esteril.

Los nematodos fitoparasitos se obtuvieron de
agallas de raices de tomate, las cuales se
lavaron con abundante agua para eliminar el
suelo, posteriormente se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 4% durante 5 minutos.
Posteriormente, con la ayuda de un bisturi y la
aguja de diseccion se separaron las agallas y
se depositaron en placas Petri con agua
destilada estéril mas cloranfenicol (0,01 g/100
ml).

2.6 Pruebas de patogenicidad

Para evaluar el potencial antagbnico, se
efectuaron 3 repeticiones por cada hongo
seleccionado, se utilizaron cajas tri-petri con
medio de cultvo agar maiz %, en cada
repeticion se inoculd con 300 pl de una

suspension de esporas (108), con el rastrillo se
dispersé la muestra por toda la placa, se
incubaron  durante 3 dias, para finalmente,
colocar 0,5 ml de una suspension de 40
nematodos fitoparasitos estandarizados
mediante conteo de 5 alicuotas por repeticion.

2.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a un
andlisis de varianza ADEVA, previamente se
aplico la transformacion de Bliss a los datos,
misma que se utiliza para datos porcentuales.

I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de los agro
ecosistemas y sus suelos

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

La muestra de GU (Guallanchi) presenta el
mayor contenido de humedad (49,5), el valor
mas bajo es de la muestra SJ (San Juan)
(13,6). El contenido de materia organica de la
muestra GU es la mas alta (14,2). Tabla N° 1.

2.7 Evaluacion

Para los aislamientos seleccionados se utilizd
un DCA con tres repeticiones, las variables
evaluadas fueron porcentaje de nematodos sin
actividad y con actividad a las 24, 48, 72 y 96
horas.

Tabla N° 1: Caracterizacion de las muestras de suelo

Cédigo Suelo Textura Uso pH H MO
% %
GU  GUALLANCHI Arcilloso Bosque 6,52 49,5 14,2
PA PALLATNGA franco Cultivo de tomate a 6,58 18,6 41
areno campo abierto, manejo
arcilloso tradicional
Cultivo de papa,
SJ SAN JUAN franco manejo 7,49 139 2,9
arenosos tradicional
SL SAN LUIS franca o Cultivo de tomate bajo 7,18 14,5 7,7
franco-
arenosa invernadero, manejo

tradicional
Cultivo de tomate, 7,67 17,6 4,1
manejo organico

UT  UNIVERSIDAD franco
TECNICA DE arenoso
AMBATO
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3.2 Hongos nativos relacionados a los agro
ecosistemas del ensayo

De acuerdo a la Tabla N° 2 el mayor nimero de
aislamientos fue mayor en el suelo procedente
de Guallanchi (GU), este valor probablemente,
se debe a que la muestra correspondi6 a una
area de bosque andino nativo no intervenido
con alto contenido de materia orgéanica, donde
se evidencid la existencia de una fuente y
suministro  de  nutrimentos  para  los
microorganismos del suelo, por lo que se
deduce que habra mayor nimero y diversidad
de microorganismos (Arenas, 1993).

3.3 Seleccion de aislamientos

El analisis de varianza no paramétrico presentd
diferencias altamente significativas (<0,0001)
entre las diferentes cepas, por lo que procedi6 a
ranquear los datos para seleccionar los
mejores aislamientos. De acuerdo al ranking, los
microorganismos nativos seleccionados fueron
GUC, GUE, UTD, GUL, SLJ, sin embargo,
también fueron escogidos los
aislamientos PAD, SLB, SLE, SJA por ser
estadisticamente similares a los mejores.

3.4 Pruebas de patogenicidad in vitro

El andlisis de varianza mostro que existen
diferencias altamente significativas (<0,0001)
entre los diferentes tratamientos (Tabla N° 5).
Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de
nematodos inactivos.

Tabla N° 2: Aislamientos nativos

Suelo Hongos Géneros principales
GUALLAMCHI 10 Alternaria, Trichoderma, Penicillum,
Cladosporium
Cladophialophora
PALLATANGA 7 Aspergillus

SAN JUAN 7 Fusarium, Mucor, Penicillum, Aspergillus
Mucor, Paecilomyces, Epicoccum,
SAN LUIS 10 Acremonium,
Alternaria, Trichoderma
UTA 7 Aspergillus, Fusarium, Botrytis

Tabla N° 3: Cepas seleccionadas para pruebas in vitro

Procedencia Cddigo  Mediana  Ranking

Guallanchi GUC 128,83 A
Guallanchi GUE 124,33 A
Guallanchi GUL 123,83 A
l%g'éﬁf;dgg UTD 12383 A
Ambato
San Luis SIN 122,50 A
San Juan SJA 114,50 AB
San Luis SLE 113,67 AB
San Luis SLB 109,50 AB
Pallatanga PAD 108,83 AB

En la Tabla N° 6 se presentaron 5 rangos,
siendo los mejores tratamientos T1, T6, T7
correspondientes a cepas de Trichoderma,
Paecilomyces y Acremonium respectivamente.

Tabla N° 4: Andlisis de varianza

F.V. SC CM F p-valor
Tiempo 2696,59 898,86 57,04 0,0001*
Tratamiento 14178,65 1575,41 99,98 0,0001*
Tiempo*Tratamiento 591,62 27 21,91 1,39 0,1311ns
Error 1260,60 80 15,76
Total 18727,45 119
CdeV 8,77
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Tabla N° 5: Prueba de Tukey al 5% para el factor
tratamiento

Tratamiento  Medias

Tl 73,96 A
70,21 A a
66,67 A 01 s
56,67 B
56,46 B
48,75
46,04 C
40,21
35,00 D
13,33 E

Rango

-3

W Mammabsboe | e
&
2

bl h

dddI IS S

o

™ N | T ™ T ™M T T™ T
TO= Testigo, T1=Trichoderma 1, T2=Sin Trtesesto
idenficar, T3=Cladophialophora,
T4=Aspergillum, T5=Fusarium 1;
T6=Paecilomyces; T7=Acremonium,
T8= Trichoderma 2, T9=Fusarium 2.

Figura N° 1: % Nematodos inactivos por tratamiento

IV. CONCLUSIONES

1

En condiciones en vitro los aislamientos
Trichoderma, Paeceolomices y Acremonium

a una concentracion de 108 esporas/ml
provocaron un porcentaje de inactividad de
nematodos 7396, 70,21 y 66,67
respectivamente, siendo considerados los
aislamientos nativos con mejor potencial
nematofago.

El mecanismo de accion de Paeceolomyces
y Acremonium fue de micoparasitismo,
observando que las conidias se sitlian sobre
el cuerpo de los nematodos fitoparasitos y
por accion de enzimas destruyen su cuticula
y proliferaban en el interior del nematodo.

En el género Trichoderma no se observd
estructuras en el cuerpo de los nematodos,
pudiendo suponerse que la accion del
control se debi6 a micotoxinas.
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