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Evaluacion de la actividad nematofaga de hongos nativos para el control de
nematodos fitopatdgenos
Evaluation of the nematophagous activity of native fungi for the control of plant-
pathogenic nematodes.
Resumen
En los ultimos afos los biocontroladores han adquirido gran importancia en la agricultura
para el control de enfermedades causadas por microorganismos como una alternativa al
uso indiscriminado de controladores quimicos, que encarnan un gran dafio en la salud
humanay en el medio ambiente. En el presente estudio, se evaluo la actividad nematéfaga
de las diferentes cepas de hongos de los géneros; Arthrobotrys, Orbilia, Paecilomyces,
Chaetomium, Mortierella, Trichoderma y Pochonia a través de ensayos in vitro. Se
realizaron los ensayos en placas de 6 pocillos con 600 pl del lavado de conidios de cada
cepa a una turbidez del tubo 0,5 McFarland y una suspension de 1 ml con al menos 100
nematodos, de los géneros Meloidogyne, Pratylenchus y Helicotylenchus; se incubd
durante 96 horas para luego revisarlas en estereomicroscopio. Se realizé un screening
inicial con los 25 aislados con 6 réplicas de cada uno, y se determind las cepas de hongos
mas promisorias, por medio de analisis estadisticos, para luego realizar un ensayo final.
Mediante una prueba ANOVA de una via y una prueba de Tukey, se determiné como
cepas con mayor actividad nematdfaga a A. oligospora TMV-59 y O. oligospora TMV-
55 con tasas de mortalidad del 76 y 68 % respectivamente.
Palabras clave: Arthrobotrys, Orbilia, biocontrolador, nematofaga, fitopatdgenos
Abstract
In recent years, biocontrol agents have become of great importance in agriculture for the
control of diseases caused by microorganisms as an alternative to the indiscriminate use

of chemical control agents, which cause significant damage to human health and the



environment. In this study, the nematophagous activity of different strains of fungi from
the genera Arthrobotrys, Orbilia, Paecilomyces, Chaetomium, Mortierella, Trichoderma,
and Pochonia was evaluated through in vitro assays. The multiwell assays were
performed in 6-well plates with 600 pl of conidial wash of each strain at a tube turbidity
of 0.5 McFarland and a nematode suspension of 1 ml with at least 100 nematodes from
the genera Meloidogyne, Pratylenchus, and Helicotylenchus. They were incubated for 96
hours and then observed under a stereomicroscope. An initial screening was conducted
with 6 replicates of each of the 25 isolates, and the most promising fungal strains were
determined through statistical analysis for a final assay. Through a one-way ANOVA test
and a Tukey test, A. oligospora TMV-59 and O. oligospora TMV-55 showed the highest
nematophagous activity, with mortality rates of 76% and 68%, respectively.

Keywords: Arthrbotrys, Orbilia, biocontrol agent, nematophagous, phytopathogens
Introduccion

Los nematodos son organismos en forma de gusano, redondos, largos y no segmentados
que habitan en ecosistemas terrestres y acuaticos. Algunos de ellos son considerados
fitopatdgenos, junto con hongos, virus y bacterias (Uribe et al. 2020). Los nematodos
fitopatdgenos presentan una estructura en forma de aguja denominada estilete que les
ayuda a romper el tejido celular de la planta, lo que afecta su crecimiento e interrumpe
sus procesos fisioldgicos por la formacion de nddulos o agallas. También, provocan la
deformacion de tallos y hojas y extraen parte del contenido celular. Ademas, al momento
que obtienen su alimento de las raices producen lesiones mecanicas que permiten la
entrada de otros microorganismos patdgenos. Por ultimo, secretan ciertas enzimas que
provocan la muerte y desintegracion del tejido celular de la planta. De esta manera,
originan una pérdida anual en los cultivos del 11 al 14 %, lo que representa alrededor de

80 billones de dolares (Chen et al. 2004; Agrios 2004; Guzman et al. 2012).



La mayoria de las pérdidas de cosechas por neméatodos a nivel mundial son causadas por
los generos Meloidogyne, Helicotylenchus y Globodera (Trevifio 2015). El control de
nematodos patdgenos en los cultivos enfrenta desafios, sobre todo para garantizar la
produccién y la calidad de las cosechas (Sikora et al. 2018), siendo los controladores
quimicos la opcidn principal utilizada. Sin embargo, este método encarna un alto riesgo
medioambiental (Talavera 2003) y para el ser humano.

Los controladores quimicos de nematodos pueden provocar problemas en el medio
ambiente como la contaminacion de suelos, aguas y su transmisién a la cadena trofica y
causar, ademas, efectos a corto y largo plazo en la salud humana como cancer,
malformaciones congénitas, esterilidad y abortos (Aceves et al. 2015). La resistencia, que
es otra de las consecuencias causadas por este tipo de controladores, se presenta cuando
ocurren mutaciones genéticas en una parte de la poblacién de neméatodos que les permiten
sobrevivir a los efectos del nematicida, incluso transferir estos genes a generaciones
posteriores que, eventualmente, se multiplicaran y entonces el controlador quimico deja
de ser efectivo (Hernandez 2012; Trevifio 2015).

Los biocontroladores son elaborados a base de uno o varios organismos antagonicos al
microorganismo patogeno para controlar o eliminar este ultimo (Stirling 2014). En los
ultimos afos, los controladores a base de microorganismos han adquirido gran
importancia para el control de enfermedades en la agricultura (Cantillo et al. 2018). La
busqueda de controladores bioldgicos puede resultar conveniente para las industrias
agricolas por su bajo costo e inocuidad para el medio ambiente y el ser humano. Asi, los
biocontroladores han atraido a empresas agricolas en Ecuador (y el mundo), durante los

ultimos afos (Hidalgo 2017).

Entre los posibles controladores biologicos de nematodos se encuentran hongos

pertenecientes a las divisiones Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota Yy



Chytridiomycota (Perry y Moens 2013). Entre los hongos con actividad nemat6faga mas
usados por las empresas agricolas para el control de neméatodos fitopatdgenos se
encuentra el hongo Paecilomyces lilacinus con la capacidad de parasitar huevos (evitan
su eclosion) y hembras de nematodos fitopatdgenos (provocan destruccion en los ovarios)
(Restrepo 2018) (Piedra 2008). También afectan al sistema nervioso y provocan
deformaciones en el estilete (Cafion y Sanabria 2017) o puede afectar neméatodos maviles
que estan fuera de las raices, pues las esporas de este hongo secretan enzimas, como las
proteasas y quitinisas, que diluyen la cuticula y penetran al interior del neméatodo (Castillo

y Medina 2014; Davila y Climaco 2005).

Otro controlador bioldgico es Arthrobotrys, con la capacidad de atacar, matar y digerir
nematodos (adultos, juveniles y huevos) de varios géneros, incluidos los de vida libre, a
pesar de que se lo ha evaluado mayormente para determinar su eficacia ante nematodos
de mayor importancia econdmica como los pertenecientes a los géneros Meloidogyne,
Heicotylenchus, Pratylenchus y Globodera (Singh et al. 2013; Gonzales 2013). Este
hongo puede vivir de forma saprofita en materia organica en descomposicion y atacar a
otros hongos. Esto le concede una ventaja frente a otros biocontroladores microbianos
(Perry y Moens 2006). Arthrobotrys desarrolla micelios en forma de argolla, capaces de
capturar los neméatodos. Ademas, segrega una sustancia adhesiva en la superficie de las
hifas que ayuda a su captura. (Chen et al. 2004). A medida que crece, se forman redes de
hifas y anillos que constituyen trampas para los nematodos que pasan cerca (Lopez y
Jansson 2001). Asi, Arthrobotrys se presenta como una propuesta interesante para uso
masivo, debido a su facil y econdmico crecimiento. Puede ser aislado de diversos

sustratos, como suelo, estiércol, compost 0 madera en descomposicion (Chen et al. 2004).

En ese sentido, la propuesta de investigacion pretende determinar si Arthrobotrys y otros

hongos nematdfagos son eficientes para el biocontrol de nematodos que afectan los



cultivos agricolas y resultan efectivos como una alternativa al uso de agroquimicos
nematicidas.

Materiales y Métodos

Recoleccion de muestras de suelo

Las muestras fueron recolectadas de diferentes cultivos como flores, durazno, lechuga,
tomate, pepino, mora, jicama, hortalizas, apio, papa y rosas con aparente presencia de
nematodos patdgenos, por la sintomatologia descrita brevemente arriba. Se procesaron un
total de 24 muestras, de las cuales se obtuvieron aislados en 16 de ellas (Tabla 1). Las
muestras fueron procesadas en maximo 24 horas a partir de la recoleccion.

Tabla 1. Muestras con presencia de nematodos, recolectadas en distintas localidades del

Ecuador entre septiembre 2021 a abril 2022

item Muestra de suelo Origen
1 Cultivo de rosas Cayambe
2 Cultivo de rosas Cayambe

Cultivo de lechuga

3 Guayllabamba
criolla

4 Cultivo de rosas Pifo

5 Cultivo de flores Tumbaco

6 Cultivo de hortalizas Santo Domingo
7 Cultivo de durazno Pomasqui

8 Cultivo de tomate Guayllabamba
9 Cultivos organicos Guayllabamba
10 Cultivo de jicama Latacunga
11 Cultivo de papa Latacunga
12 Cultivo de maiz Latacunga



13 Cultivo de alfalfa Latacunga

14 Cultivo de nabo Latacunga
15 Cultivo de hortalizas Latacunga
16 Cultivo de mora Latacunga

Aislamiento e identificacion de hongos nematofagos

Para el aislamiento de hongos nemat6fagos se realizo la técnica de “espolvoreado en placa
con agar agua” descrita por Barron en 1977 (Peraza et al. 2011). La técnica se llevo a
cabo en cajas Petri con agar agua, donde se espolvored 1 gramo de la muestra de suelo de
cultivos con aparente infeccion de nematodos, con tres repeticiones por muestra y se dejo
incubar a temperatura ambiente durante tres semanas con controles cada 5 dias para
observar la asociacion hongo-nematodo. A continuacion, con la ayuda de un asa en “L”,
se corto el agar alrededor de la asociacion, se coloco en agar papa dextrosa (PDA) mas
antibidtico y se dejo6 incubar durante 5 dias a temperatura ambiente (Nicola et al. 2014),
para su purificacion. Luego, el hongo de interés se sembro en diferentes medios de cultivo
PDA, agar extracto de malta (MEA) y agar avena (OA) para la descripcién macroscopica
de la colonia e identificacion del hongo.

Los cultivos se incubaron a 25 £ 1 °C con un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas. Las
caracteristicas del cultivo se determinaron 7 dias después de la inoculacién. La
identificacion del género se realiz6 en base a los colores y caracteristicas macroscopicas
de las colonias, ademas de las estructuras microcépicas, es decir, condiéforos, células
conidiégenas y conidios.

Conservacion de las cepas

Todas las cepas se conservaron en agar inclinado con aceite y agua, y se criopreservaron.

En el primer procedimiento, los hongos se cultivaron en MEA, OA y PDA en tubos



inclinados y se cubrieron con aceite mineral o agua estériles. Los tubos se almacenaron a
4 °C de temperatura.

Identificacion molecular de hongos nematdfagos

Las ocho cepas seleccionadas con mejor actividad nematdéfaga fueron identificadas de
manera molecular, con la amplificacion del fragmento ITS, barcoding para hongos (Tabla
4).

Identificacidn, extraccidn y recuento de nematodos

Para la ejecucion de ensayos de asociacién hongo-nematodo, se obtuvieron nematodos a
partir de una muestra de suelo positiva para nematodos fitopatdgenos, que fueron
identificados por medio de la clave de Nematodos Parasitos de Plantas en el laboratorio
de nematologia de AGROCALIDAD.

La extraccion de nematodos se realizd mediante el método de incubacion, en el
mencionado laboratorio. Esta técnica consistié en homogenizar la muestra de suelo, tomar
100 gramos Yy dispersarlos formando una lamina fina sobre una malla de acero inoxidable
de 350 um con papel toalla humedecido extendido sobre ella. Esto se dispuso sobre una
bandeja de acero inoxidable en la que se agregd agua hasta cubrir el suelo, se cubri6 con
una tapa para evitar la evaporacion del agua y se lo dejo incubar durante tres dias. A
continuacion, se retiro el papel con el suelo y, con la ayuda de una piseta, se lavo la malla
sobre el plato base y se filtr6 el contenido con un tamiz de 38 um; el filtrado sobre el
tamiz se colectd en un vaso de precipitacién que se aforé a 100 ml con agua. Se dejo
sedimentar la muestra recolectada en el vaso de precipitacion durante 3 a 5 minutos, y se
descartd gran parte del sobrenadante en otro vaso. A continuacion, se mezclé el contenido
del primer vaso y con una pipeta se recogid 5 ml de la muestra para observar al

microscopio y realizar un conteo de los nematodos fitopatdgenos encontrados. Se



realizaron tres conteos de cada muestra y se determino el namero de nematodos en 100
ml (Vargas 2008; Trivifio et al. 2013).

Ensayos de evaluacion de la actividad nematofaga

Para evaluar la actividad nemat6faga de los aislados se aplicé la técnica de micropocillos
de Stadler con las modificaciones, realizada por Nicola et al. (2014). Estos ensayos in
vitro se ejecutaron en placas de plastico de 6 pocillos. Se realizé un lavado de esporas de
cada uno de los cultivos fungicos con un crecimiento de 10-15 dias y se los llevé a una
turbidez del tubo 0,5 McFarland. En cada pocillo, se colocaron 600 pl de la suspension
del hongo y 1 ml de agua con, al menos, 100 neméatodos, con 6 réplicas cada cepa. El
control negativo consistié en 600 pl de agua estéril y 1 ml de la suspension de nematodos.
Se dej6 incubar durante 96 horas a temperatura ambiente y, transcurrido este tiempo, se
leyeron los resultados en un estéreomicroscopio Euromex NZ. 1902-S, Nexius zoom

bino, contando los nematodos atrapados e inmovilizados por el hongo.

Con esta técnica, se realizaron cuatro ensayos, aproximadamente cada dos meses, con las
cepas que se fueron encontrando. En cada ensayo se determind la o las cepas con mayor
actividad nematéfaga. Luego, se realizd6 un ANOVA de una via de cada uno de los
ensayos preliminares. A continuacion, se realizé una prueba Tukey utilizando el software
estadistico Minitab, con lo cual se escogio los hongos con mayor actividad nematofaga,
y con ellos se montd un ensayo final siguiendo la misma metodologia para establecer los

mejores aislados.

Resultados

Aislamiento y caracterizacion de hongos nematofagos
Se aislaron 61 hongos a partir de las asociaciones hongo-nematodo observadas en las

cajas con agar agua. Posteriormente, las cepas aisladas fueron identificadas en base a sus



caracteristicas macro y microscépicas en diferentes medios de cultivo; PDA, OM y EM,

siguiendo claves taxondmicas; algunos aislados quedaron como micelio estéril pues no

se evidenciaron estructuras como conidiofos que permitan dar una clasificacion

taxondmica al aislado.

De acuerdo con la identificacion morfolégica de las 61 cepas aisladas, se pudieron

determinar géneros de interés para ensayos posteriores, asi como también géneros

fitopatdgenos como Fusarium, Mucor, Botrytis, Aspergillus y Phytium que fueron

excluidos del estudio. Los hongos de interés para los ensayos fueron un total de 25

descritos en la tabla 2. (Figura 1).

Tabla 2. Hongos aislados seleccionados para evaluar su potencial nematédfago en pruebas

in vitro.
Cadigo del
Identificacion Cultivo Localidad

laboratorio

TMV-AA-2 A. oligospora Rosas Pifo
TMV-AA-10 Trichoderma sp. Lechuga Guayllabamba
TMV-AA-27 A. oligospora Rosas Cayambe

Purpureocillium
TMV-AA-28 Hortalizas Santo Domingo
lilacinus

TMV-AA-29 P. chlamydosporia Hortalizas Santo Domingo
TMV-AA-30 C. globosum Rosas Cayambe
TMV-AA-35 A. oligospora Cultivos organicos Guayllabamba
TMV-AA-36 Micelio estéril* Cultivos organicos Guayllabamba
TMV-AA-44 0. oligospora Flores Tumbaco
TMV-AA-51 Trichoderma sp. Durazno Pomasqui
TMV-AA-54 O. oligospora Cultivos orgéanicos Guayllabamba




TMV-AA-55

TMV-AA-56

TMV-AA-59

TMV-AA-60

TMV-AA-61

TMV-AA-62

TMV-AA-66

TMV-AA-67

TMV-AA-71

TMV-AA-72

TMV-AA-73

TMV-AA-75

TMV-AA-76

TMV-AA-80

O. oligospora

Arthrobotrys sp.

A. oligospora
Penicillium
fellutanum

Micelio estéril*

Arthrobotrys sp.

Micelio estéril*
A. oligospora
Micelio estéril*
Micelio estéril*
Mortierella
A. oligospora

Micelio estéril*

Paecilomyces sp.

Durazno
Tomate

Hortalizas

Papa

Alfalfa
Nabo
Jicama
Jicama
Maiz
Maiz
Hortalizas
Alfalfa
Mora

Mora

Pomasqui
Guayllabamba

Latacunga

Latacunga

Latacunga
Latacunga
Latacunga
Latacunga
Latacunga
Latacunga
Latacunga
Latacunga
Latacunga

Latacunga

* Cepas de hongos que no se han podido identificar pues no presentaron estructuras de

reproduccion en las condiciones en las que se cultivaron.



Figura 1. A) Pochonia chlamydosporia (50x); B) Orbilia oligospora (50x); C)

Arthrobotrys oligospora (100x); D) Esporas de Purpureocillium lilacinus (100x);
E) Chaetomium globosum (100x); F) Arthrobotrys sp. (40x). [Fotografias tomadas
por Melissa Vélez].

Identificacion, extraccién y recuento de nematodos

Mediante una regla de tres se determiné el namero de nematodos en 100 ml.

Después por medio de la clave de Neméatodos Parasitos de Plantas en el laboratorio de

nematologia de AGROCALIDAD en un microscopio invertido, se identificaron los

géneros Meloidogyne, Pratylenchus y Helicotylenchus.

Ensayos de actividad nematdfaga

En todos los ensayos, después del periodo de incubacion de 96 horas, se procedi6 a contar
los neméatodos atrapados o parasitados por el hongo con la ayuda de un

estereomicroscopio, que permitié observar las asociaciones (Figura 2).



Figura 2. A) Nematodo atrapado por micelio de Arthrobotrys en agua (50 x). B) Anillo
constrictor de Arthrobotrys en agua (100x); C-D-E) Nematodos atrapados por micelio de
hongos nematdfagos en agar agua (55x). [Fotografias tomadas por Melissa Vélez].

Resultados de ensayos preliminares



Los resultados de los analisis estadisticos de los ensayos preliminares se resumen en la

tabla 3.

Tabla 3 Ensayos de actividad nematdfaga de hongos aislados.

Media-
Cadigo de
# ensayo Identificacion Tasa de mortalidad (%0)
aislado
Tukey
TMV-55 Orbilia sp. *65 A
TMV-56 Arthrobotrys sp. *62 A
1 TMV-27 Arthrobotrys sp. 428
TMV-54 Orbilia sp. 37°¢
TMV-51 Trichoderma sp. 290
TMV-2 Arthrobotrys sp. *58A
TMV-35 Arthrobotrys sp. *53A
TMV-29 Pochonhia sp. *49B
2 Purpureocillium
TMV-28 36
sp.
TMV-30 Chaetomium sp. 30¢
TMV-10 Trichoderma sp. 17°
TMV-44 Orbilia sp. *54A
TMV-59 Arthrobotrys sp. *61A
TMV-67 Arthrobotrys sp. 448
3 TMV-62 Arthrobotrys sp. 37¢
TMV-60 Penicillium sp. 33¢
TMV-36 Micelio estéril 26°
TMV-61 Micelio estéril 18F




TMV-66 Micelio estéril 36"
TMV-73 Mortierella sp. *447
TMV-80 Paecilomyces sp. 358
TMV-72 Micelio estéril 338
* TMV-75 Arthrobotrys sp. 23¢
TMV-76 Micelio estéril 17¢
TMV-71 Micelio estéril 2P

* Cepas con el mejor promedio, en cada uno de los ensayos

Resultado ensayo final

En el ensayo final para determinar las cepas con mejor actividad nematdfaga, los
porcentajes de mortalidad obtenidos (Figura 2) fueron tratados con un analisis de varianza
que mostrd diferencia significativa (p<0,05) entre los aislados.

Al realizar la prueba de Tukey se determiné que A. oligospora TMV-59 y O. oligospora
TMV-55 (Tabla 4) presentaron la mejor actividad nematdéfaga. Estos aislados fueron

obtenidos de cultivos orgénicos de hortalizas de la localidad de Latacunga y de durazno

de Pomasqui, respectivamente.
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Figura 3. Media de muerte de neméatodos después de 96 horas de incubacién con 8

diferentes cepas de hongos.

Por ultimo, estas ocho cepas fueron identificadas de manera molecular, con la
amplificacion del fragmento ITS, barcoding para hongos (Tabla 4).
Tabla 4. Identificacion molecular de cepas de hongos con mejor actividad nematéfaga y

resultados del ensayo

Secuencia NCBI % de Media-Tasa Desviacion
Cadigo Cepa
N° Accesion identidad de Mortalidad estandar
(g@)TUKEY

TMV- MN944424.1 4,32

A. oligospora 100.00% 764

59

TMV- MZ427474.1 3,74

0. oligospora 99.85% 684

55




TMV- MW995746.1 3,27
P. chlamydosporia 99.83% 598
29
TMV- N/A 3,82
Arthrobotrys sp. N/A 558
56
TMV-2  A. oligospora MF926588.1 99.08% 548 2,345
TMV- MZ427474.1 32,6
0. oligospora 99.69% 548
44
TMV- MF926585.1 2,93
A. oligospora 99.26% 538
35
TMV- MT009480.1 4,47
Mortierella 97.92% 37°¢
73

N/A no hay identificacion molecular

Discusion

En el presente trabajo de investigacion se pretendié determinar la actividad nematéfaga

de diferentes cepas de hongos aislados a partir de muestras de suelo de cultivos con

aparente infestacion de nematodos. El género Meloidogyne spp. es el nematodo de mayor

importancia econdémica en Ecuador y a nivel mundial debido a su amplia capacidad de

asociacion con diferentes especies de plantas, llegando afectar alrededor de 800 especies

en el Ecuador (Bustamante y Ordofiez 2020). Adicionalmente, a los géneros

Helicotylenchus y Pratylenchus también se les atribuye una gran importancia econémica

en el pais (Guzman 2011). Por esta razén en los ensayos realizados se utilizaron estos

géneros de nematodos.



Como ya se menciono, en este estudio se encontraron y estudiaron los siguientes géneros
de hongos con posible actividad nematéfaga: Arthrobotrys, Paecilomyces, Pochonia,

Trichoderma, Penicillium, Chaetomium y Mortierella.

El género fungico Arthrobotrys descrito por Fresen en 1850 (Niu y Zhang 2011) se
encuentra dentro de los 12 géneros de hongos pertenecientes a la familia Orbiliaceae, del
orden Orbiliales y clase Orbiliomycetes de la division Ascomycota (Agrios 2004). La
caracteristica principal de los Orbiliomycetes es la capacidad de utilizar neméatodos y
otros gusanos como fuente de nutrientes, para lo cual desarrollan mecanismos para
atraparlos (Baral et al. 2020; Ainsworth y Bisby, 2008) como trampas conidiales y
miceliales; redes adhesivas, anillos constrictores, anillos no constrictores y ramas
adhesivas (Agrios 2005). En el presente estudio, seis de las ocho mejores cepas probadas
pertenecen a este género. Orbilia oligospora es el anamorfo de Arthrobotrys oligospora

(Baral et al. 2020).

A. oligospora TMV-59 fue la cepa mas activa, causando una tasa de mortalidad del 76 %,
resultado que es similar con el obtenido en los ensayos in vitro realizados por Nicola et
al. (2014) en la que las cepas mas activas fueron A. oligospora con una tasa de mortalidad
del 83 %y A. dactyloides con 84 %. En ese estudio determinaron la capacidad nemat6faga
de varias cepas de hongos. Compararon Arthrobotrys oligospora, Arthrobotrys
dactyloides, Pochonia chlamydosporia y Pochonia bulbillosa para reducir la poblacién
de nematodos. Por otro lado, un estudio realizado por Singh et al. (2013) en condiciones
de campo mostré como resultado de los ensayos con diferentes cepas de hongos que la
aplicacion de A. oligospora redujo el nimero de agallas producidas por M. incognita en
plantulas de tomate después de 30 dias a partir de su inoculacion y también ayud6 a
mejorar el crecimiento de la plantula. A pesar de ser un ensayo empleado en condiciones

no controladas, A. oligospora mostr6 una alta actividad depredadora.



De acuerdo con Davila y Climaco (2005) y Trevifio (2015) A. oligospora es el hongo
nematofago mas comuin en la zona rizosférica. En la presente investigacion se aislaron 11
cepas pertenecientes a esta especie, de las cuales seis indujeron altas tasas de mortalidad
en cada uno de los ensayos; A. oligospora TMV-2, A. oligospora TMV-35, O. oligospora
TMV-55, O. oligospora TMV-44, Arthrobotrys sp. TMV-56 y A. oligospora TMV-59.
Las diferentes cepas de A. oligospora no obtuvieron los mismos resultados de actividad
nematofaga, sin embargo, se evidencid su capacidad de depredacion. Por lo tanto es
importante comparar varias cepas de hongos para lograr determinar de manera mas
efectiva la mejor de ellas.

Por otro lado, Pochonia chlamydosporia es un hongo perteneciente a la clase
Hyphomycetes del filo Deuteromycota, que se caracteriza por parasitar huevos y hembras
de diferentes especies de nematodos formadores de agallas (Larriba et al. 2014). Este
hongo es considerado un parasito facultativo aunque no produce toxinas ni trampas para
atacar a los neméatodos. Ademas, tiene una amplia distribucion en el suelo a nivel mundial
y posee una gran capacidad para promover el crecimiento y la mejora del sistema de
defensa de las plantas (Larriba et al., 2014) (Nicola et al. 2014). P. chlamydosporia TMV-
29 mostro resultados de una alta actividad nematofaga comparada con los hongos
probados en el ensayo preliminar nimero dos, sin embargo, en el ensayo final, se pudo
evidenciar que A. oligospora TMV-59 y O. oligospora TMV-55 tienen una mayor tasa
de mortalidad en comparacion a la de Pochonia chlamidosporia (59 %). En pruebas in
vitro realizadas por Gonzélez (2016) se obtuvieron tasas de parasitismo mayor a 60 % y
menciona que en estudios realizados de Pochonia sp. su actividad varia entre 63 y 67 %;

lo que es similar con el resultado obtenido en esta investigacion.



Ensayos realizados por Vieira et al. (2020) en los que probaron la actividad nematéfaga
de A. cladodes y P. chlamydosporia mostraron una actividad nemat6faga mayor de estos
dos hongos en conjunto que por separado.

Por su parte, Mortierella sp. es un género de hongo perteneciente a la familia
Mortierellaceae, del orden Mortierellales de la division Zygomycota. Este hongo, a pesar
de pertenecer a una division en la que se encuentran géneros con caracteristicas
nematofagas, no se han reportado estudios en los que se le atribuye actividad depredadora
de nematodos. Un estudio realizado por Erazo et al. (2020) por medio de analisis
moleculares caracterizaron la diversidad de hongos con potenciales biotecnoldgicos
presentes en bosques nativos de Ecuador, reportan a Mortierella sp. como un género en
el que la mayoria de las especies son saprofitas y tienen la capacidad de acumular acidos
grasos insaturados, ademas, de producir &cidos grasos poliinsaturados, lo que les hace ser
un potencial candidato para diversas aplicaciones biotecnoldgicas. También, muestran a
M. globulifera como especie productora de proteasas, enzimas presentes en especies de
hongos depredadores de nematodos que ayudan a digerir su cuticula compuesta
principalmente por proteinas (Sagués et al. 2011)(Castillo 2022). Sin embargo, la tasa de
mortalidad de Mortierella sp. TMV-73 en este estudio fue del 37 %.

Entre las cepas de hongos evaluadas en los ensayos preliminares, también se encuentran
Trichoderma, Penicillium, Chaetomium y Paecilomyces.

Paecilomyces lilacinus es un hongo filamentoso perteneciente a la familia
Ophiocordycipitaceae, orden Hipocreales de la division Ascomicota. Este hongo se
encuentra entre los hongos nemat6fagos mas utilizados en el Ecuador para el control de
nematodos, principalmente Meloidogyne sp. (Restrepo 2018).

En ensayos realizados por Mokbel y Alharbi (2014) P. lilacinus muestra porcentajes de

parasitismo sobre masas de huevos de M. javanica, entre 45 y 52 %. Mientras que en



pruebas in vitro realizadas por Varela et al. (2016) P. lilacinus junto a Trichoderma
asperellum muestra porcentajes de mortalidad mayores al 80 %. También, Goswami y
Mittal (2004) reportan, en sus ensayos, un porcentaje de parasitismo de P. lilacinus sobre
M. incognita del 25 % en pruebas in vitro. Sin embargo, después de una semana de
inoculacion, mostré que parasitd el 70 % de los huevos de nematodos. En la presente
investigacion las cepas de P. lilacinus TMV-28 y TMV-80 mostraron porcentajes de
mortalidad del 36 y 35 % respectivamente, en los ensayos preliminares, a las 96 horas de
incubacion. De acuerdo con la bibliografia estudiada, P. lilacinus tiene una tasa mas
elevada de mortalidad en nematodos con un mayor tiempo de incubacion lo cual lo
clasificaria como uno de los biocontroladores de nematodos mas efectivos a largo plazo.
Por esta razon, se sugiere repetir el ensayo con mayor tiempo de incubacion y también,
de ser posible, en conjunto con T. asperellum.

Trichoderma es un género de hongos filamentosos perteneciente a la familia Moniliaceae,
del orden Hyphales de la clase Hyphomycetes y la division Eumycota (Argumedo et al.
2009), descrito por Persoon en 1794, Trichoderma ha sido evaluado como biocontrolador
de un importante grupo de patdgenos de suelo, en el que se encuentran diferentes géneros
de hongos y nemétodos. Entre los mecanismos de accion de Trichoderma para el control
de nemaétodos se ha reportado parasitismo directo de huevos y larvas mediante enzimas
como proteasas y quitinasas; como también por medio de la induccion de los mecanismos
de defensa de la planta (Mendoza et al. 2013). En varios estudios se describe a
Trichoderma como un potencial biocontrolador de nematodos (Chiriboga et al. 2015). Sin
embargo, en la presente investigacion las cepas de este género obtuvieron bajos
porcentajes de mortalidad; Trichoderma TMV-51 (29 %) y Trichoderma TMV-10 (17

%)



Por su parte, Penicillium es un género de moho perteneciente a la familia
Trichocomaceae, del orden Eurotiales de la clase Eurotiomycetes y la division
Ascomycota, descrito por Link en 1809. Este género ha sido altamente estudiado debido
a la accion antimicrobiana de algunas especies. Ademas, se ha evaluado su posible accién
nematicida. En un estudio realizado por Varela et al. (2017) en el que evaluaron varias
cepas de hongos, entre ellos Penicillium sp. no reportaron actividad nematéfaga de este
género. Sin embargo, en un estudio realizado por Ciarmela (2008) reporta actividad
nematofaga de Penicillium sobre huevos de nematodos. Segun Davila et al. (1999)
algunas especies de Penicillium como P. melinii poseen la capacidad de degradar quitina,
siendo esta una capacidad de degradacion caracteristica de hongos depredadores de
nematodos (Sagués et al. 2011). En la presente investigacion el aislado de Penicillium sp.
TMV-60 tuvo una tasa de mortalidad del 33 %. Sin embargo, si tuviera una tasa de
mortalidad superior, no se recomiendari su aplicacion como biocontrolador puesto que
este género ha sido reportado como uno de los principales patdgenos de plantas durante
la postcosecha de frutos citricos y manzanas (Ballester 2017).

Por atltimo, Chaetomium es un género perteneciente a la familia de mohos Chaetomiceae,
del orden Sordiales, clase Sordariomycetes de la division Ascomycota, descrito por
primera vez por Kunze en 1817. Una de las caracteristicas mas evaluadas de Chaetomium
globosum es la capacidad de actuar como antagonista frente a otros hongos fitopatégenos
(Flores 2017). En un estudio realizado por Khan et al. (2019) en el que evaluaron los
metabolitos nematicidas producidos por C. globosum mostraron que los metabolitos
secundarios del hongo como la quetoglobosina Ay B y la flavipina ayudan a la actividad
nematicida, obteniendo porcentajes de mortalidad para M. javanica del 77,6 y 69,2 %.
Sin embargo, este género de hongos también ha sido reportado como oportunista en

humanos, estando involucrado en casos clinicos de peritonitis, lesiones cutaneas e incluso



ha sido causante de la contaminacion de fluidos para dialisis debido a la produccion de
chaetoglobosinas A, B, C, D, E, F, G, J, K (Nielsen et al. 1999). En el presente estudio,
C. globosum TMV-30 tuvo una tasa de mortalidad del 30 %.

Conclusiones

En este estudio se investigd la actividad nematofaga en diferentes cepas de hongos
aislados de muestras de suelo de cultivos con aparente infeccion de nematodos. Se
encontraron y estudiaron los siguientes generos de hongos: Arthrobotrys, Paecilomyces,
Pochonia, Trichoderma, Penicillium, Chaetomium y Mortierella. Los resultados
muestran que el género Arthrobotrys es uno de los mas activos, con la cepa A. oligosporus
TMV-59 siendo la mas activa, con una tasa de mortalidad del 76%. Estudios previos
también han mostrado que A. oligospora es un hongo con una alta actividad nematéfaga.
Los resultados de este estudio son similares a los obtenidos en otros estudios y apoyan la
idea de que Arthrobotrys puede ser una herramienta efectiva para el control biolégico de
nematodos.

La actividad biocontroladora de los microorganismos es cepa especifica, por lo que es
importante evaluar muchos aislados con el fin de encontrar cepas con las mejores
cualidades para tal efecto.

Es importante encontrar aislados de diferentes ecosistemas de manera que se cuente con
cepas efectivas que puedan adaptarse a condiciones agronomicas y pisos climaticos muy
diversos y cultivos de diferente indole.

Recomendaciones

Se sugiere realizar un estudio en el que se busquen diferentes cepas y especies del género
Pochonia y compararlas entre si, pues como se ha mencionado antes, la eficacia
nematofaga de cada hongo depende de la cepa. Ademas, se recomienda realizar pruebas

de Arthrobotrys y Pochonia en conjunto.



También, como ya se mencion0 se recomienda realizar los ensayos con mayor tiempo de
incubacion especialmente con Paecilomyces lilacinus.
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