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RESUMEN

PADILLA H., B.E.; LEGUIZAMON C., J.E.; VELASQUEZ S., E.T. Evaluacién de formulaciones
de Beauveria bassiana'y Metarhizium anisopliae para e control de Meloidogyne spp. Cenicafé
52(4):249-269. 2001.

Se estandariz6 la metodologia de formulacion granular de las esporas de B. bassianay M. anisopliae
utilizando alginato de sodio al 1% y se evalud sobre Meloidogyne spp. El inéculo de los hongos se obtuvo
siguiendo la metodologia de siembra en dos fases y la cosecha de esporas por tamizado, optimizada en
la planta piloto de control bioldgico de Cenicafé. Se utilizaron ademés las formulaciones Conidia® y
Destruxin®. Se hizo una evaluacion in vitro y se obtuvo parasitismo de huevos superior a 75%, con todos
los tratamientos. In vivo se realizé un ensayo previo de establecimiento de las formulaciones en e suelo
con pulpa, esterilizado con Dazomet®, con y sin hospedante y tiempos de evaluacion 8 y 15 dias. Todas
colonizaron el suelo, con mejor establecimiento a los 15 dias, independiente de la utilizacion de
hospedante. Posteriormente se prob6 1g/150g de suelo, de las formulaciones comerciaes, hongos
cultivados en arroz y diferentes concentraciones de las formulaciones en alginato y hongos molidos
obteniéndose mortalidad del 45% con los hongos cultivados en arroz. Con B. bassiana hubo control
del 27 a 35% y con M. anisopliae no, con laformulacién en alginato pero si con Destruxin® con 37,42%
y € hongo molido en la concentracion 5 x 10° esporas/gramo con mortalidad del 41,99%.

Palabras claves: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Meloidogyne spp., nematodos,
formulaciones bioldgicas, control bioldgico.

ABSTRACT

Microorganism’s effectiveness as biological controllers depends mainly on their formulation. In this
work, the methodology of granular formulation with B. bassiana and M. anisopliae spores, using sodium
alginate 1%, was standardized for evaluating Meloidogyne spp control. The fungi inoculum was obtained
by following the sowing methodology in two phases and the spores harvest by sifting was optimized
in the biological control pilot plant of Cenicafé. Besides, the commercia formulations Conidia® y
Destruxin® were used. These formulations and the fungi cultivated in rice were evaluated in vitro,
obtaining a parasited eggs percentage higher than 75 %, with al the treatments. For the evaluation in
Vivo, a previous test of the formulations establishment in soil with pulp, sterilized with Dazomet®, with
and without host and evaluation times of 8 and 15 days was made. All the formulations presented soil
colonization exhibiting the best establishment after 15 days independent from the host use. Later a soil
concentration of 1g/150, of the commercial formulations, fungi cultivated in rice and different
formulations concentrations in alginate and milled fungi were evaluated obtaining a mortality
percentage of 45% with the fungi cultivated in rice. B. bassiana formulations presented a mortality
percentage of 27 to 35%, with M. anisopliae formulated in alginate there was no control, but with
Destruxin® formulation the control was 37.42%, the milled fungus (5 x 10° spores/gram) and the
mortality percentage was 41.99%.

Keywords: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Meloidogyne spp., nematodes,
biological formulations, biological control.
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Enlaactualidad se hademostrado la efecti-
vidad en € uso de organismos vivos para €l
control de patdgenos de plantas, utilizando sus
enemigos naturales. Los hongosB. bassiana 'y
M. anisopliae se han usado a gran escalaen
el mundo como agentes de contral.

En Colombia, estoshongossehan utilizado
principal mente para reducir la poblacion de la
brocadel caféHypothenemushampei, dentrode
un programademanejointegrado (5), locual ha
servidocomomodel o paradesarrollarinvestiga-
ciones no sdlo con la broca, sino también, con
enfermedades del café como es € caso del
nematodo del nudo Meloidogyne spp, € cual
ocasionadafioenel sistemaradical, induciendo
laformacion de agallaso tumores queimpiden
laabsorcién de nutrimentosy aguapor partede
laplanta. Ladistribucion ampliadel nematodo
del nudo radical enlaszonascafeterasdel mun-
doy las cuantiosas pérdidas donde se haregis-
trado, con alta severidad, como es € caso de
Africa, Centroaméricay Brasil, hatraido como
consecuencia no solo pérdidas directas en la
produccién, sinotambiénladepreciaciéndelos
prediosy cambio deactividad agricola(3, 8).

Tradiciona mente se ha buscado solucionar
el problema con el uso indiscriminado de
nematicidas. No obstante, estudios recientes
plantean |osmultiplesinconvenientesque ofre-
cen estos productos por su impacto nocivo al
medio ambiente y los efectos téxicos en €
hombre. Esto, agregado a corto periodo de
accion como nematicida, €l ato costoy lapoca
respuesta que el cultivo presenta bajo condi-
ciones de campo.

Existe entonces la necesidad de explorar
nuevas alternativas de control que produzcan
soluciones integrales y una de ellas es €l con-
trol bioldgico, parte importante de un progra-
made manejo integrado de nematodos (27). Se
han obtenido resultados promisorios en dife-
rentes cultivos conloshongosB. bassianay M.
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anisopliae en el control biol6gico de
Meloidogyne spp. (16, 19, 26). En el caso
especifico del cultivo del café se pretende
controlar Meloidogyne spp, en la etapa de
almacigo, yaque cuando unaplantasanasupera
esta etapalosindcul os natural es del nematodo,
presentes en €l suelo, no afectaran la producti-
vidad final del cultivo (15).

El buen desempefio de estos organismos
como controladores bioldgicos depende en
gran medida de su formulacién, con el fin de
gue su viabilidad se conserve a través de su
procesamiento, almacenamiento y aplicacion

).

El alginato sehausado paraformular hongos
biocontroladores con actividad contra nemato-
doseinsectos. (6, 23, 28). Labiomasaproducida
por fermentacién liquida es facilmente
encapsulada en alginato y el producto final es
granular, con buenas propiedades de manegjo
gque permiten su aplicacion al  suelo (28).
Cabanillasetal. (6), determinaronlainfluenciade
varios transportadores de Paecilomyces
lilacinus en la sobrevivenciay proteccién del
tomate contra Meloidogyne incognita,
indicando que con la utilizacién de pellets de
alginato como transportador disminuye en un
62% €l desarrollodehuevosdeestaespecie, con
un 32% de masas de huevos infectados.

Estudiosrealizadospor Stirlingy Mani (28),
demostraron que los hongos registrados como
controladoresdenematodosDactylellacandida
y Artrobotrys dactyloides, pueden ser
producidos masivamenteeincorporadosdentro
de unaformulacion granular con alginato, con
muy buenas propiedades de manejo, almacena-
mientoy conexcel enteactividad biol 6gicacontra
estados juveniles de Meloidogyne javanica.

En la presente investigacion se evalud la
utilizaciéon de formulaciones de B. bassiana
y M. anisopliae, en condiciones in vitro e in




vivo, parael control preventivodel nematododel
nudo radicad Meoidogyne spp en plantas de
café, conel findeincluirlosen unplandemanejo
integrado en laetapa de alméacigo.

MATERIALESY METODOS

El experimento serealizé en 4 etapas en las
instal aciones de Cenicafé:

Etapal: Incrementode inéculodeMeoidogyne
spp.El in6cul o deMel oidogynespp seincremento
en plantas de tomate variedad Rutgers y los
huevos se extrgjeron siguiendo |a metodol ogia
descritapor Hussey y Barker, citadapor Barker
(4). En ésta, raicesde plantas detomateinfecta
dasselavaronminuciosamenteconaguay luego
secortaronentrozosdela2cm, parasumergirlos
en unasolucion de hipoclorito desodio al 0,5%.
Se agitaron de 4 a5 minutos; posteriormente se
tamizaron por mallasde 200 y 500 mesh, donde
guedaron los huevos, los cuales se lavaron
repetidamente con abundante agua destilada,
paraeliminar losresiduos del desinfectante. En
esta etapa se observo que las plantas sembradas
ensueloestéril (esterilizadoenautoclaveal21°C,
15psi, durante 1 hora), presentaban poco
crecimientoy amarillamientodel follajedebidoa
ladestruccion delamicrofloradel suelo durante
este proceso, especialmente de las micorrizas.
Por tanto, sesugiridrealizar unensayoaplicando
soluciénnutritivadeHoagland al sueloenel cual
se sembraron plantas de café de la variedad
Caturra.

Launidad experimental fuelaplanta, con 10
repeticiones en un disefio completamente al
azar. Se evaluaron tresvariables: longitud dela
raiz, alturay peso fresco de la planta. Se plan-
tearon5tratamientos: T1, agua; T2, solucionde
Hoagland 1 vez por semana a partir del
transplante; T3, solucion de Hoagland 2 veces
por semana a partir del transplante; T4, solu-
cion de Hoagland 1 vez por semana dos meses

después del transplante y T5, solucién de
Hoagland 2 veces por semana después de dos
meses del transplante. Las variables se estudia-
ron a través de andlisis de varianza segiin el
disefio especificado.

Etapa2: Desarrollodelasfor mulacionesdeB.
bassianay M. Anisopliae. Preparacion del
in6culodeB.bassianay M. Anisopliae.Parala
propagacion de los hongos se utilizo cultivo en
dosfases, sumergidoy ensuperficie, metodologia
utilizadaen laplantapiloto de control bioldgico
de Cenicafé paralaproduccién deB. bassiana.
(20):

Siembraen sumer gido.Sepreparé unasus-
pensién de esporas de B. bassiana (Cenicafé
9205) y M. anisopliae (Cenicafé 9236), con
una concentracién de 1,9x107 esporas por
mililitro. Estas suspensiones se inocularon en
frascos que contenian 200ml de medio con
base en soya, previamente esterilizado y se
llevaron a un agitador rotacional a 110rpm,
incubados a 27°C durante 72 horas, con €l fin
de obtener agregados miceliales.

Siembr aen superficie. En bandejasde 60 x
40cm, desinfestadas previamente con cloruro
de benzalconio y alcohol del 70%, se deposita-
ron 2509 de arroz esterilizado y sobre éste se
agrego €l cultivo en sumergido y se cubri6 con
papel plastico Vinipel. Posteriormente se rea
liz la seleccion de esporas para su formula
cion, mediante tamizado, mediante tamices
colocados en el siguiente orden: 850, 600, 425
y 180 micras de apertura. Las esporas recupe-
radas en €l fondo, se gjustaron a una concentra-
cion de 1x10% esporas/g, mezclandolas con
arroz remanente (obtenido del cultivo luego de
la remocién de esporas, € cua fue molido
utilizando un molino PROBAT EMMERICH,
dotado de una malla de 1000 micras). Para €l
andlisisdelapatogenicidad in vivo se gjustaron
las concentraciones a 5x 107, 5x 108y 5x 10°
esporas/g.
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Proceso de Formulacion. Metodologia de
encapsulaciénenalginatodesodioal 1%(28). Se
mezclaron 7,59 de caoliny 1,5g de alginato de
sodio en 150ml deaguay se homogeneizé enun
agitador magnéti co. Posteriormenteseesterilizd
enautoclaveal21°C, 15psi durante 15 minutos.
Cuandolasol uciénestabaatemperaturaambiente
se le adicionaron 2g de esporas del hongo M.
anisopliae y enseguida se le agregaron, con
agitacion constante, 6 gotasde Tween 80 al 1%.

Paralaformacion delosgranulos, lasuspen-
si6n obtenida se deposité en un embudo de
decantacién y se degjé gotear sobre 200ml de
cloruro de calcio 0,1M en constante agitacion.
Posteriormente sefiltro al vacio y los granulos
se secaron en lecho fluidizado durante 20 mi-
nutos.

Para observar € crecimiento de los hongos
formulados en el laboratorio se sembraron en
cgjas de SDA (Saburaud Destroxa Agar) 5
granulos por cadaunay también serealiz6 una
suspension de 0,1g de la formulacion en 10ml
deaguadestiladaestéril parasembrar 0,1ml por
cgja. Paraevaluar €l establecimientoen el suelo
del producto formulado, se aplic6 1g por vaso
(1509 de suelo esterilizado en autoclave) y se
replico 10 veces, realizando laslecturasalos 7
y 15 dias.

Con base en los resultados obtenidos con la
metodologia de encapsulacion en alginato (28),
se decidi6 realizar modificaciones empleando
alginato de sodio a 1%y sin la utilizacion de
cloruro de calcio, estandarizando la siguiente
metodologia para cada hongo evaluado: Se
mezclaron durante 5 minutos 100g de esporas
de M. anisopliae de un 10% de humedad y una
concentracion de 1 x 10*esporas/g, con 53ml
de alginato de sodio a 1%. De igual forma se
mezclaron 100 gramos de esporas de B. bas-
sianadeun 1,10% dehumedady una concentra-
cionde 1x10%esporas/g con 50ml dealginatode
sodioal 1%. Posteriormente, segranuldapresion
por mediodeuntamizde1600micrasy sellevaron
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esparcidos en bandejas a una estufa de secado
Telcoa25°C, hastaobtener un 10% dehumedad.

Parael andlisisdelapatogenicidadinvivo se
formularon las esporas con concentraciones de
5x107, 5x10%y 5x10° esporas/g, utilizando la
metodol ogiadeformulaciénconalginatodesodio
al 1%, estandarizada para cada hongo.

Etapa3.Control decalidad delasfor mulaciones
preparadas y comerciales Conidia® y
Destruxin®. Antesde estudiar su efecto en el
control de Meloidogyne spp, se evaluaron las
propiedades bioldgicas y fisicoquimicas de las
formul aciones, mediantelametodol ogiadescrita
por Vélezetal. (29).El control decalidad paralas
formulacionescomercialesConidia® (Agrevo)y
Destruxin® (Laverlam), serealiz6enel momento
derecibir lasformulacionesy parael montajede
cada uno de los pasos de |a etapa 4 (Pruebas de
patogenicidad in vitro e in vivo). Para las
formulaciones preparadas se realizé un control
en el momentodeformulaciony al igual quelas
comerciales para el montaje de la Etapa 4.

Etapa 4. Evaluacién de la efectividad de las
formulaciones de B. bassanay M. aniso-
pliae preparadas y comerciales, en € con-
trol del nematodo del nudo radical del café
Meloidogynespp. PruebasdePatogenicidad in
vitro (11). Se utilizaron las formulaciones
comerciales Conidia® y Destruxin®, las
formulaciones preparadas de B. bassianay M.
anisopliae en alginato de sodio a 1% y estos
hongos cultivados en arroz mediante la meto-
dologia propuesta por Cenicafé (1).

De cadaunade estas formulaciones se tomo
1g y se suspendid en 10ml de agua destilada
estéril. Los huevos necesarios se obtuvieron
por medio de la técnica de Hussey y Barker,
citada por Barker (4), gjustando a una concen-
tracion de 200 huevos de Meloidogyne spp en
10 microlitros de agua destilada estéril. Se
prepararon cajas de petri con agar aguaa 1,5%
y se sefial 6 un punto en € centro de cada caja,




sitio en el cual se depositaron 10 microlitrosde
la suspension de esporas del hongo y 10
microlitros de la suspension de huevos; se agi-
taron manualmente y se dejaron en incubacion
atemperatura ambiente durante 7 dias.

Launidad experimental fuelacajadepetri con
20 repeticiones y se evaluaron 6 tratamientos
constituidos por: cuatro formulaciones, una
preparaday unacomercial paracadauno delos
hongos B. bassianay M. anisopliae, cadauno
deestoshongoscultivadosenarroz y untestigo
congtituido por 200 huevos de Meloidogyne

Spp.

L ostratamientos parasu estudio sedistribu-
yeron en un disefio completamente al azar, se
midid la variable porcentaje de huevos
parasitados en microscopia Optica de luz, con
|os objetivos de 20X y 40X, con previa aplica
cion de azul de lactofenal.

Se efectud andlisisde varianza y se compa-
raron |os promedios con unapruebamultiplede
Tukey al 5%.

Evaluacion in vivo de las formulaciones de
Beauveriabassiana y Metarhizium anisopliae
en el control del nematodo del nudo radical
Meloidogyne spp. Se utilizo el sustrato suelo
mas pulpa en proporcion en volumen de 3:1,
esterilizado con € producto quimico Basamid®
(Dasomet) parallenar con 150g, vasos plasticos
de 16 onzas de capacidad. Segun las
recomendaciones de aplicacion del producto se
utilizaron 60g/m?de suelo, se dej6 cubierto con
plastico durante un mes al cabo del cua se
removiddurante3diasy serealizé unapruebade
germinacion con semillas de rabano, lechuga,
pepinoy tomate. Deigual manera se efectué la
recuperacion de formas activas de nematodos
mediantelametodol ogiadel tamiz pl&stico- papel
facial doblemodificadadel método del filtrode
algodén de Oostenbrink modificado (2).
Posteriormente, se realizé un ensayo de
establecimiento delasformulacionescomercia

les, preparadasy |os hongos cultivadosen arroz
en el sustrato suelo méas pulpa. La unidad
experimental fue un vaso pléstico dispuesto en
undisefiocompletamenteal azary 3repeticiones.
Se evaluaron 6 tratamientos constituidos por 1g
de las formulaciones comerciales Conidia® y
Destruxin®, 1gdelasformul acionespreparadas
en alginato de sodio a 1% de B. bassiana 'y M.
anisopliae y de estos hongos cultivados en
arroz. Lavariablederespuestaestuvo constituida
por lasUFC (unidadesformadorasdecolonia) de
B. bassiana y M. anisopliaepor gramo desuelo,
con y sin hospedante (planta de café variedad
Caturra) y endostiemposdeevaluacién, alos8
y 15dias.

La variable UFC se someti6 a andlisis de
varianzaparacadatratamiento. Lospromedios
de los tratamientos con y sin hospedante en los
dos tiempos de evaluacion se compararon con
unaprueba LSD (Least Significant Difference)
a nivel de 0,05. Estos andlisis se redlizaron
para cadatratamiento con el objetivo de obser-
var las mejores condiciones de establecimien-
to de cada formulacién.

Inéculo de las formulaciones de Beauveria
bassiana y Metarhizium anisopliae para la
evaluacién in vivo. Con base en trabajos ante-
riores y ensayos previos se determiné que las
formulaciones en atas concentraciones (1 X
10% esporas/gramo) aplicadas en un solo sitio
pueden sufrir un proceso de autoinhibicion, sin
observar germinacion, ni colonizacién de los
hongos en el sustrato. Por tanto, se decidié
evauar por cada vaso contenedor de 150g de
suelo con pulpa, 1g de las formulaciones en
alginato de sodio a 1% en concentraciones de
5x107, 5x10%y 5x10° esporas/gramo para cada
hongo, y estas mismas concentraciones de cada
hongo molido sin formular. También se evalué
1g deloshongos cultivadosen arroz y 1g delas
formulaciones comerciales Conidia® y
Destruxin® de B. bassianay M. Anisopliae,
respectivamente. Las dosis seinocularon el dia
del transplante de la planta de café variedad
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Caturra, mezclando con el suelodelarizosferay
se dgjaron 15 dias para su establecimiento. El
tiempo de establecimiento y la utilizacién de
hospedante se determinaron en el ensayo ante-
rior.

InéculodeMel oidogynespp.Seaplicaron 2500
huevos deMel oi dogyne spp por vaso, obtenidos
de las raices de tomate (Lycopersicum
esculentum) seglin la metodol ogia de Hussey y
Barker citada por Barker (4).

Descripcién detratamientos. Paracadahongo
serealiz6 el montajedel ossiguientestratamien-
tos aplicando 1g por vaso de:

-T1, hongo cultivado en botellas con arroz coci-
do(1) (M. anisopliae, concentracion9,7x107
esporas/g y B. bassiana, concentracion 3,3
x 108 esporas/g)

-T2, hongo formulado con alginato de sodio al
1% ( concentracién 5 x 10° esporas/g)

-T3, hongo formulado con alginato de sodio al
1% (concentracion 5 x 108 esporas/g)

-T4, hongo formulado con alginato de sodio al
1% (concentracion 5 x 107 esporas/g)

-T5, hongo en arroz molido (concentracién 5 x
10° esporas/g)

-T6, hongo en arroz molido (concentracion 5 x
10° esporas/g)

-T7, hongo en arroz molido ( concentracion 5 x
107 esporas/g)

-T8, formulacién comercial (Destruxin®, 2x108
esporas/g y Conidia®, 1x10% esporas/g)

-T9, testigo huevos (2500)

-T10, testigo alginato - arroz.

Evaluaciondetratamientos.Estaserediz6alos
15diasdeserinocul adosl osnematodos, tomando
el contenido de cada vaso por tratamiento,
extrayendo y contando los estadios juveniles
presentes, empleandolametodol ogiade Jenkins,
parala separacion de nematodos del suelo, por
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centrifugaciény flotacidonenazlcar (2). Sobreel
tamizdecocinasedeposité el suelocontenidoen
cadavaso y con un chorro de aguaa presion se
hizo pasar aunajarray secompl et6lasuspension
desueloa2litros; se agité durante 20 segundos
y sedej6 decantar 10 segundos. El sobrenadante
sehizopasar atravésdeuntamizde38micras. Los
residuos acumulados sobre el tamiz sellevaron
en su totalidad a dos tubos, por medio de un
chorro deaguaapresion, paraser centrifugados
a3200rpm, durante’5 minutos.

Inmediatamente se elimind el sobrenadante
de cada uno de los tubos, se llenaron con la
solucién de azlicar a 50% y se centrifugaron
nuevamente, durante5 minutos. El sobrenadante
gue contenia los nematodos, se hizo pasar por
€l tamiz de 38 micrasparaeliminar el exceso de
azUcar; sedirigié suavemente un chorro deagua
de abgjo haciaarribadel tamiz llevando el con-
tenido aun beaker, paraefectuar el andlisisdela
poblacién de los nematodos, realizando dos
lecturas por mililitro.

Para su estudio los tratamientos se distribu-
yeron en un disefio completamente al azar con
10repeticiones. Semidio lavariable nimero de
estados juveniles (J2), calculando con esta la
variablelamortalidad corregidapor mortalidad
natural en el testigo, determinada mediante la
formula de Schneider Orelli.

% mortalidad - % mortalidad
tratamiento testigo
100 - % mortalidad testigo

MC = x 100

<<]1 >>

Lasvariablesnimero de estados juvenilesy
mortalidad corregida se estudiaron a través de
andlisis de varianza, segun el disefio experi-
mental especificado. La comparacion de los
tratamientosserealiz0 atravésdeunapruebade
Tukey a 5%. A lavariablemortalidad corregida
se le realizaron las transformaciones necesa-
rias para su hormalizacion.




RESULTADOSY DISCUSION

Etapal: Incrementode inéculodeMeoidogyne
spp. Experimentocon Solucion deH oagland.El
andlisis estadistico no mostré efecto de los
tratamientos para las tres variables evaluadas,
longituddelaraiz, pesofrescoy aturadelaplanta
(Tablal). Loanterior,indicéquelaaplicacionde
lafertilizacion con lasolucién de Hoagland se
comportdenformasimilar a tratamientocon sdlo
aplicacién de agua y no reemplazé el efecto
biolégico de las micorrizas destruidas en el
proceso deesterilizacién.Laaplicacion al suelo
esterilizado de los elementos que componen la
solucién nutritiva de Hoagland para mejorar el
desarrollodelasplantas, nofuesuficiente, debido
a importante papel que desempefia la flora
microbiana en la absorcion de nutrimentos por
parte de éstas.

Las micorrizas contribuyen en la absorcion
de iones que se difunden lentamente y estan
presentes en bajas concentraciones en el suelo,
como es €l caso ddl fosforo, amonio, potasio,
zincy cobre (25). Al destruir las micorrizas en
el proceso de esterilizacion del suelo en auto-
clave, resulta dificil la absorcion de algunos
nutrientes necesarios para su desarrollo.

Etapa2: Desarrollodefor mulacionesparalos
hongos Beauveria bassianay Metarhizium

anisopliae.Preparaciondel inéculodeB. bas-
sianay M. anisopliae. Uno de los aspectos
importantesen el desarrollo deformulacioneses
la produccion masiva de los hongos. Goettel y
Raoberts (13), proponen el cultivo en sumergido
y e cultivo en fase solida como un método
conveniente paralaproduccion masivade hon-
gos entomopatdgenos.

Lametodol ogiaoptimizadaenlaplantapilotode
control biol 6gico deCenicaféparalaproduccién
deB. bassianay tambiénaplicadaen estetrabajo
paa M. anisopliae es considerada de alta
eficienciay bajocosto, lacual permiteestabl ecer
asi unametodol ogiaaescalaindustrial. (20).

Paralaobtencion delosinécul ossedetermi-
naronlassiguientescondiciones. EnlaTabla2y
la Figura 1, se observa como la produccion de
esporas de M. anisopliae en las bandejas con
sustratoarroz seestabiliza apartir de18diascon
una concentracion de 1,34x10°esporas/g y una
humedad del 11%. Por tal motivo, seselecciond
este tiempo como el éptimo para la cosecha de
esporas.

En la seleccion de particulas del material
cosechado, empleandolaseriedetamicesde 20,
30,40y 80quecorrespondena850, 600,425y 180
micras, respectivamente, se determiné que 30
minutosdetamizado esel tiempo adecuado para

Tablal.Promediodelasvariableslongituddelaraiz, alturay pesofrescodeplantas variedad Colombia, después
delaaplicacion de solucion nutritiva de Hoagland en diferentes tratamientos.

Tratamiento Altura Longitud Peso
(cm) Raiz (cm) (9)
1. agua 7,58 15,32 1,73
2. SInHoagland 1 vez/ semana, apartir del transplante 7,36 13,02 1,72
3. SIn Hoagland 2 veces/semana, apartir del transplante. 7,36 11,98 1,58
4. Sin Hoagland 1 vez/ semana, apartir 2 de meses del transplante. 7,19 14,32 1,73
5. SiIn Hoagland 2 veces/semana, apartir de 2 meses del transplante. 7,56 13,41 1,87
Promedio 7,41 13,61 1,72
R? 0,024 0,235 0,034
Pr>F 0,885 0,015 0,802
CV% 12,90 15,89 29,14
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lograr una buena recuperacion de esporas, sin
observar aumento considerable conlosrecuen-
tosalos60y 90 minutos de tamizado (Tabla3,
Figura2).

ParaB. bassianayaestan estandarizadaslas
condiciones de cosecha, en la planta piloto de
control biolégico de Cenicafé (7), consideran-
dosed momentoideal entre12al5diasdespués
de la siembra en las bandejas, con una
concentracion del orden de 1¢° esporas/gy una
humedad entre 8 y 12%. Para la seleccion de
particulas con un tiempo de tamizado de 30
minutos se logra la méaxima recuperacion de
esporas. Posterior a la obtencion de esporas
se realizd € guste de la concentracion a 1 x
10%° 5x 107, 5x 10°, 5 x 10° esporas/gramo,
mezclando las esporas puras recuperadas con
remanentedearroz. Luego serealiz el proceso
deformulacionconlametodol ogiaestandarizada
para B. bassianay M. anisopliae, mencionada
anteriormente.

Proceso de for mulacién. Los grénulos obteni-
dos por la metodologia de encapsulacion en
alginato de calcio propuestapor Stirlingy Mani
(28), sembradosen condicionesdelaboratorioen
mediodecultivoSDA y end suel o, nopresentaron
crecimiento del hongoM. anisopliaeenlascajas
con SDA y no se establecio en € suelo en
ninguno de los tiempos evaluados. El resultado
anterior pudo ser causado por lacompactaciony
la no humectabilidad de los granulos, que no
permitio su desagregacion, para que € hongo
germinara (Figura 3). Por tanto, se repiti6 el
proceso deformulacionconunamodificacionen
la etapa de secado que consistid en que estano
serealizdene lechofluidizadosinoal airedurante
48 horas, obteniéndose granulos igualmente
compactos, sincrecimientodel hongo en SDA ni
establecimiento en el suelo.

Una de |as propiedades del alginato consiste
enformar gelesal reaccionar con salesdecalcio
y €l cloruro de calcio causa la formacion

Tabla 2. Concentracion de esporas/ gramo, % humedad y % de viabilidad de Metarhizium anisopliae en
diferentestiempos después de lasiembrabandejas con sustrato arroz.

Dias Concentracion esporas/g % Humedad % Viabilidad
8 3,6x108 215 3
12 9,19x 108 16 B
15 1x10° 14 B
18 1,3410° 11 %5
21 1,3810° 9 A
25 1,3710¢° 7 A
1.6E+09 - - 30
()
o /,/—0—0 125
c g 1.2E+09 '\ o
o +20 8
52 Nl g
8% 8.0E+08 15 €
c 8 S
] 8-40E+08 \‘\‘\C\ + 10 i
58" ¢ I 15 ° Figural.
© 0.0E+00 0 Concentracion (esporas por
' ‘ ‘ ‘ ‘ gramo) y porcentaje de humedad
S 10 15 dias 20 e 30 de Metarhizium anisopliae en
—e— Concentracion de esporas por gramo —e— Humedad diferentes tiempos despues de la
siembraen bandejas con arroz.
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Tabla 3. Concentracion de esporas por gramo de Metar hizium anisopliae en diferentes tamicesalos 30, 60

y 90 minutos.
Minutos Tamiz 20 Tamiz 30 Tamiz 40 Tamiz 80 Fondo (<180p)
30 3,5x10° 2,1x10° 6,0x10° 1,0x10% 1,0x10%*
60 1,5x108 2,2x10° 5,3x10° 9,0x10° 1,0x10*
20 9,7x10° 2,2x10° 5,8x10° 9,1x10° 1,1x10%*
X fondo
1,0E+10 - x\f—’—' + 1,0E+11
é g 8,1E+09 - + 8,0E+10
:§ 56,1E+09 | — 4 {80E+0
b %)
Figura2. | g 5 4.1E+09 + 4,0E+10
., o
Concentracion (esporas | § 8 21E+00 {  m— —= s {20E+10
por gramo) de | © o
Metarhizium 1,0E+08 ‘ * L. 0,0E+00
anisopliae en 20 40 60 80 100
diferentestamices alos - - mmUtOS. -
30, 60y 90 minutos ——Tamiz 20 —8— Tamiz 30 —&— Tamiz 40 —=— Tamiz 80 —%— fondo

instantaneadel gel y laprecipitaciondel aginato.
Conél findeevitar quelosgranulosquedarantan
compactos se realiz6 un ensayo del proceso de
formulacion, utilizando solo alginato de sodio.

Para este ensayo se evaluaron dos concen-
traciones de aginato de sodio a 1y 2%. Se
mezclaron durante 5 minutos las esporas de los
hongos con alginato, hasta lograr una concen-
tracién uniforme en toda la preparacién. Para
obtener el granulado se utilizaron los tamices:
1600, 1180, 1000 y 500 micras. Se hizo re-
cuento de esporas para observar diferencias
entre las dos concentraciones de alginato utili-
zadas, 1y 2%, enlos diferentestamices. Como
seobservaenlaTablady laFigura4, el nUmero
de esporas con las dos concentraciones de
alginato de sodio utilizadasfue muy similar; por
tanto, se decidié trabajar con alginato de sodio
al 1%y e tamizde 1600 micras. Sesel eccionbesta
apertura teniendo en cuenta la porosidad del
suel oparalaadecuadadispersiéndelosgranulos
(Figurab). El producto formulado mostré creci-
miento de M. anisopliae en SDA pero no se
establecio en el suelo estéril.

Con los resultados anteriores se realizaron
maodificaciones endl procesodeformulacién: no
seutilizod clorurodecal cioparalaencapsulacion
delasesporas, se utilizé alginato desodio a 1%
y segranul 6 por medio deuntamizado apresion
con unaaperturade 1600 micras. EnlasFiguras
6y 7 se presenta el tipo de granul os obtenidos
con €l proceso de formulacion en alginato de
sodio a 1%.

Etapa3: Control decalidad delasfor mulaciones
preparadas y comerciales Conidia® y
Destruxin® (29). Enlaspruebasmicrobiol dgicas
sedetermind unaconcentraciéndel ordende 10%
esporas/g paralasformulaciones en alginato de
sodioal 1%y paraConidia®. ConDestruxin® se
observaron concentraciones del orden de 10°
esporas/gy enel Ultimoloterecibido sedetermi-
né una concentracion del orden de 108 esporas/
g. Enlaultimafechadeevaluacién del control de
calidaddelasformulacionesenalginatodesodio
al 1% seencontraron concentracionesdel orden
de 107, 10%y 1 esporas/g. Por tanto, secorrobo-
ré quelasformulacionescomerciales presentan
|a concentracién de esporas/g que registran los
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Figura3.

Gréanulos de Metarhizium
anisopliae obtenidos
utilizando la metodologia de
encapsulacion en aginato. a.
Granulos de un tamafio de
0,9x0,6mm, aproximadamente
b. Grénulos observados en el
estereoscopio a un aumento de
8X.

Tabla 4. Recuento de esporas por gramo en los diferentes tamices, con dos concentraciones de alginato de

sodio al 1y 2%.

Tamiz Esp/g alginato 1% Esp/g alginato 2%
Fondo (< 500 L) 9,80 x 10 9,35x 108
500 micras 6,40 x 10° 6,65 x 108
1000 micras 525x 10° 5,80 x 108
1180 micras 6,65 x 1¢° 6,00 x 108
1600 micras 8,10x 1¢¢ 7,40x 108
e 1,2E+09 -
[]
c £ 1,0E+09 4
3 5 8,0E+08 "~
.E g 6,0E+08 ,%A
8 2 4,0E+08
7]
8 © 2,0E+08
0,0E+00 Figura4.
fondo 500 1000 1180 1600 Esporas por gramo en los
Tamiz diferentes tamices, con dos
‘ = ALG 2% 2 ALG 1% ‘ concentracionesdealginato
desodioa 1y 2%.

fabricantesy las preparadasen alginato desodio
al 1%, las propuestas anteriores para su
formulacién (Tablab). Lagerminacion deesporas
para las formulaciones comerciales debe ser
superior a 85% enuntiempodeincubacionde24
horas. LasformulacionesConidia® y deal ginato
desodioa 1%, presentaron un mayor porcentaje
degerminaciénentreel 82,3+ 2,75al 95+ 0,1%y
entreel 89,8+ 0,95a 92,04+ 0,04 respectivamente,
conrespectoalasformulacionesdeM. anisopliae
enlascualesel porcentgje de germinacion varié
entre el 75,89 + 1,40 a 83,47 + 2,17 % para
Destruxin®y entred 81,22+ 1,82 d 88.90+0,14%,
paralaformulaciondealginatodesodioa 1%. La
purezaparatodas|asformulacionesfue superior
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a 94% en todos los controles de calidad
evaluados, siendo el rango ptimo superior a
90% (Tabla5).

En las pruebas fisicoquimicas de las
formulaciones e valor del pH, influye en la
germinacion del hongo, retardandola en un pH
extremo; los interval os éptimos se consideran
entre5,5a7,0, encontrdndose entre estos inter-
valoslas formulaciones en alginato de sodio al
1% y con valores mas altos de 7,0 las
formulacionesConidia® y Destruxin®.

Los intervalos de humedad en productos
formulados con sustancias inertes se presentan




Figurab.

Granulado obtenido en
los diferentes tamices,
de izquierda a derecha
desde €l tamiz de 1600,
1180, 1000, 500 micras
hasta el fondo.

Figura®é.

Granulos de Metarhizium.
anisopliae formulado con
aginato de sodio al 1%.
Metodologia estandarizada.
a. Granulos de un tamafio
aproximado de 1x0,7mm.
b. Granulos observados en
estereoscopio a un aumento
de8X.

Figura?.

Gréanulos de Beauveria
bassiana formulado con
alginato de sodio a 1%.
Metodologia estandarizada.

a. Granulos de tamafio
aproximado de 1x0,7mm.

b. Grénulos observados en
estereoscopio a un aumento de
20X.

entre el 3 y 15%. Todas las formulaciones
evauadas se encontraron dentro de este rango,
observando conlasformulacionesenalginatode
sodioa 1% unahumedad alrededor del 10%Yy con
lasformulacionescomercialesalrededor del 5%
(Tabla5). Tal como se apreciaenlaTablab, el
control decalidad deloshongosen arroz molido
no presentd cambios considerables en sus
propiedadesbiol 6gicascon e proceso deformu-
lacién en aginato de sodio al 1%.

Etapa 4: Evaluacion de la efectividad de las
formulacionesdeB. bassianayM. anisopliaeen
€ control del nematododel nudoradical del café

Meloidogyne spp. El potencial deB. bassianay
M. anisopliae como controladores de
Mel oi dogynespp, sehabiaregistrado entrabajos
anteriores (16, 19) y secorrobord conlasetapas
desarrolladas en esta investigacion.

PruebasdePatogenicidadinvitro.El andlisis
devarianzaparalavariableporcentgjedehuevos
parasitados detecto diferencias significativas al
5% entre tratamientos. En todos se observé un
porcentaje de huevos parasitados de
Mel oidogyne spp superior al 75%. Los mejores
tratamientosfueron Destruxin® y M. anisopliae
en arroz, que no fueron significativamente
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Tabla5. Control de calidad delasformulaciones comercialesy en alginato de sodio a 1% deMetarhizium
anisopliae y Beauveria bassiana.

Formulacion Fecha Pruebas Microbioldgicas Pruebas Fisicoquimicas
Concentracion % Germinacion % Pureza pH % Humedad
de esporas

Conidia® 04-03-99 4,90 x10%°+0,33 x 10% 82,30+ 2,75 100,00 7,9 5,30

11-08-99 1,06 x10 +0,02 x10%° 95,00 + 0,10 100,00 7,9 5,10
30-09-99 1,18 x10%°+0,021 x10% 93,50+ 0,48 100,00 7,8 4,91
06-01-00 1,0 x10° +£0,051 x10% 90,60+ 0,88 98,00 7,8 5,00
Destruxin® 24-03-99 1,24 x10°+0,09 x 10° 83,47+ 217 100,00 7,4 5,62
11-08-99 2,14 x10°+0,12 x1(® 79,80 £ 1,35 9990 7,3 5,61
30-09-99 2,66 x10°+ 0,17 x10° 75,89 + 1,40 9930 7,3 5,50
06-01-00 2,02 x10°+ 0,37 x10° 81,67 + 0,97 98,40 7,3 5,48

M. anisopliae 05-04-99 1,10x10%+0,06 x 10%° 81,22+ 1,82 9990 6,5 10,10

formuladocon ~ 11-08-99 1,36 x10'° +0,11 x10%° 8525 +£0,1 100,00 6,5 10,13

alginatode 30-09-99 1,05 x10%+ 0,015x10% 82,51 + 2,07 98,11 6,6 10,00

sodio 1% 07-01-00 5,05 x10°+ 0,15x10° 88,90 £ 0,14 95,30 64 10,00

07-01-00 5,09 x108+ 0,48x1C° 85,89 + 1,10 96,00 64 10,50
07-01-00 5,1 x107 + 0,053x10° 86,30 £ 0,98 9490 6,5 10,20

B. bassiana 29-07-99 1,00 x10%°+0,039 x 10% 0 0 57 10,20

formuladocon  11-08-99 1,04 x10%+0,015 x10%° 90,80 £ 1 99,00 5,6 10,00

aginatode 30-09-99 1,02 x10%°+0,024 x10%° 92,04 + 0,04 97,90 57 9,90

sodio 1% 07-01-00 5,21 x10°+ 0,55x1C° 90,50+ 0,55 94,70 5,6 10,15

07-01-00 5,09 x108+ 0,62x1C° 89,80+ 0,95 95,80 57 10,00
07-01-00 5,1 x107 + 0,083x10° 91,60 + 1.31 97,00 5,6 10,50

Tabla 6. Control de calidad de los hongos Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana en arroz molido.

Hongos en Pruebas Microbiolégicas Pruebas Fisicoguimicas
arroz molidos Concentracion de esporas % Germinacion % Pureza PH % Humedad
M. anisopliae 5,09x10°+0,35x10° 89,77+0,54 9,9 59 109

5,12x10°+ 0,38x10° 87,35+1,07 95,7 60 11,3
5,14x107+ 0,15x107 85,99+1,18 953 6,0 119
B. bassiana 5,21x10°+0,29x10° 91,4+151 939 54 11,15
5,14x10°+ 0,12x 108 90,5+0,79 95,3 56 116
5,20x107+0,18x10” 91,9+1,16 9%,5 56 118

diferentes con la variable huevos parasitados
perodifirieronestadisticamente(P>0,05) del resto
de tratamientos, seguidos por Conidia®
estadisticamente diferente ((P>0,05) de los
demas tratamientos. B. bassiana cultivado en
arrozy formuladoenalginatodesodioa 1% no
presento diferencias significativas al 5% entre
ellos. El menor porcentgjedehuevosparasitados
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se observd con los hongos formulados en
alginato de sodio al 1% y no fueron
estadisticamentediferentesentreellos(Tabla7).
Los resultados corroboran estudios realizados
por Leguizamon y Padilla 1997 (16), quienes
encontraron aplicando la misma metodol ogia,
valores de patogenicidad in vitro del 63,3% y
755% para B. bassiana y M. anisopliae




respectivamente, sobrehuevosde Meloidogyne
spp, indicandoasi queel procesodeformulacién
no disminuye la patogenicidad en estas condi-
ciones. Ilgualmente, con todos | os tratamientos,
se encontré patogenicidad in vitro superior al
76%, resultado comparablecon lapatogenicidad
invitroalrededor del 70% del hongoVerticillum
chlamydosporium sobre huevos de
Mel oidogyne spp, hongo registrado como ene-
migo natural de Meloidogyne spp (14).

Observaciéndd parasitismoinvitro. Enesta
etapasetomaronregistrosfotograficosconel fin
deobservar el parasitismoquegjercenloshongos
formulados comercialmente, formulados con
alginato de sodio a 1% y cultivados en arroz,
sobre huevos de Meloidogyne spp. Esta
metodologia permitié observar en detalle las
caracteristicas del parasitismo que realiza cada
hongo sobre huevos de Meloidogyne spp. Con
el hongoM. anisopliaecultivadoenarrozy enla
formulacion Destruxin®, se observé abundante
proliferacién de micelio y estructuras de repro-
duccion en los huevos afectados, corroborando
€l parasitismo deestehongo observado entraba-
josanteriores(16). ConM. anisopliaeformulado
enalginatodesodio a 1% seobservaron huevos
colonizados con micelio del hongo, pero una
menor germinacion de esporas, comparado con
laformulaciéncomercial Destruxin®y cultivado
enarroz (Figura8).

En las pruebas de patogenicidad in vitro se
observo6 conB. bassiana cultivadoenarrozy en
la formulacién Conidia®, abundante produc-
cion de esporas y micelio. En la Figura 9 se
observacémod micelioemergedd tgjidointerno
del huevo através de lamembranay en forma
periférica. Esta forma de parasitismo de B.
bassiana no se habia observado en trabajos
anteriores(16). ConlaformulaciondeB. bassia-
na en alginato de sodio al 1%, se observé
germinacion del hongoy algunos huevosinva
didosdemicelioy otrosdeformaatipicaaparen-
temente vacuolizados.

Tabla 7. Porcentaje de huevos de Meloidogyne spp
parasitados por B. bassiana 'y M. anisopliae.

Tratamiento Porcentaje de
huevos parasitados

Destruxin® 89,961 a*
(2,24x 10°esp/g)
M anisopliae 88,913a
enarroz
(2 x 10%esp/q)
Conidia® (1,06 x 10%esp/g) 84,505b
B. bassiana 80,314c
enarroz (8,3 x 1¢Pesp/q)
B. bassiana formulado 76,735cd
(1,04 x 10%esp/g)
M. anisopliae 76,116d
(1,36 x 10™esp/g) formulado

En esta prueba se observé con los hongos
formuladoscomercia mentey cultivadosenarroz,
abundante produccion demicelio einvasion de
los huevos de Meloidogyne spp, parasitismo
similar a observado con hongos registrados
como controladores de nematodos V.
chlamydosporium y P. lilacinus, los cuales
inhiben la eclosién de los huevos destruyendo
sus elementos estructurales por mecanismos
fisicos y bioquimicos (10, 14). Con las
formulaciones en alginato de sodio a 1%,
ademas del parasitismo de los huevos, se ob-
servaron huevos con morfologia atipica, as-
pecto que se debe tener en cuentapor la diver-
sidad de adaptaciones en el modo de parasitar
de los hongos antagonistas de Meloidogyne

spp. (18, 27).

El parasitismo de estos hongos sobre hue-
vos de Meloidogyne spp parece ser de natura-
leza enzimatica, ya que poseen mecanismos
especiaesquelesfacilitan lapenetracion dela
cuticula de insectos utilizando enzimas
extracelulares como lipasas, proteasas y
quitinasas. Lapareddeloshuevosdel nematodo
estaconstituidapor lipidos, proteinasy quitinas
(24), por locud lasenzimasyaindicadaspueden
degradarla.
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Figura 8. Huevosde Mel oi dogyne spp. parasitados por Metar hizium. anisopliaea. formulacién
comercial Destruxin® a40X, b. cultivado en arroz a40X, c. formulado con aginato de sodio

al 1% a40X y d. Testigo a20X .

Figura 9. Huevos de Meoidogyne spp. parasitados por Beauveria bassiana. a. formulacion
comercia Conidia® a40X, b. cultivado enarroz a40X, c. formulado en alginato de sodio a 1%

a 40X y d. huevos con forma atipica, aparentemente vacuolizados por el efecto de Beauveria
bassiana formulado en aginato de sodio a 1% aumento 20X.
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Evaluacion invivodelasformulacionesdeB.
bassianay M. anisopliae en e control de
Meloidogynespp. Experimentosobreel esta-
blecimientodeloshongosfor muladosen suelo
esterilizadocon Basamid® (Dazomet).Después
delaesterilizacion del sustrato suelo con pulpa,
con Basamid® (Dazomet), seobservé alostres
dias la germinacién de las semillas de rébano,
lechuga, pepinoy tomate. Enladeterminaciénde
formasactivasde nematodosno se recuperaron
juveniles de Meloidogyne spp., lo cual indico
guesepodiausar estaformadeesterilizaciondel
sustrato para las pruebas de patogenicidad in
vivo.

En el establecimiento de B. bassianay M.
anisopliae, en € sustrato suelo con pulpa este-
rilizado con Basamid®, la mayor cantidad de
UFC/g de suelo, seobtuvo con hongos cultiva
dos en arroz, seguida por Conidia® y
Destruxin® y por ultimo, los hongos formula-
dos con alginato de sodio al 1%.

Lo anterior indica que la aplicacién del
hongo en el suelo con base aimenticiaen gran
cantidady altahumedad, favorecio6 lacoloniza-
cién maés rapida del sustrato. Aunque las
formulaciones en aginato tienen una base ali-
menticia, su porcentaje de humedad probable-
mente no permitié la eficaz colonizacién del
sustrato 0 toma un mayor tiempo hasta que €l
granulo se desintegre, comparadaalaobserva-
daconloshongoscultivadosenarroz (Tabla8).

El suel o desinfestado posteriormenteinocu-
lado con el agente biol 6gico permitequeeste se
establezcacuando lainteraccion competitivaen
el sustrato sea minima (17). En todas las
formul acioneseval uadashubo establ ecimiento,
dando mejores resultados los hongos cultiva-
dos en arroz, debido a que la adicion de
nutrimentos puede mejorar la colonizacion del
suelopor el hongo. Pero el establ ecimiento puede
no ocurrir, posiblemente porque los sustratos
organicos presenten una colonizacién méas
répida por hongos sapréfitos o patdgenos, que

poseen alta competitividad con la habilidad
antagoénicadel agente de control bioldgico (6).

El andlisisdevarianzano mostrd diferencias
significativasal 5%, paralavariableUFCconysin
planta hospedante, lo cual indicd que para esta
metodol ogiadeeval uacion sepodriautilizar ono
laplanta. Sinembargo, al considerar € in6culodel
nematodo es conveniente la utilizacion del
hospedante, ya que Meloidogyne spp es un
parésito obligado. El andlisisdevarianzaparala
variableUFC mostrédiferenciassignificativasal
5% enlosdostiemposdeevaluacion, 8y 15dias,
mostrando mayor establecimiento alos 15 dias
con la mayoria de los tratamientos evaluados,
excepto con Conidia® conlacual no seencontrd
diferenciasignificativaal 5% conlosdostiempos
evaluados, es decir, que se podria dejar 8 dias
parasu establecimiento (Tabla9).

Los resultados indicaron que hubo mayor
establecimiento de las formulaciones comer-
ciales, con alginato desodio a 1 %Yy cultivados
en arroz, alos 15 dias de inoculacién, indepen-
diente de la utilizacién o no de la planta
hospedante. Por tanto, se decidi6 redizar
montaje de la prueba de seleccidn de dosis in
vivo con la metodologia descrita anteriormen-
te, utilizando suelo esterilizado con Basamid®,
dejando las formulaciones 15 dias para su esta-
blecimiento y con utilizacion de la planta.

Evaluaciéon in vivo. En ésta, los juveniles
recuperados en la extraccién determinaron €l
grado de parasitismo de huevos, efectuado por
los hongos a ser comparados con los juveniles
del testigo. El andlisisdevarianzaparalavariable
ndmero deestadiosjuvenilesdetectd diferencias
significativas del 5% entre tratamientos de cada
uno de los hongos evaluados.

ParaB. bassiana todos | os tratami entos fue-
ron significativamente diferentes del testigo
inoculado so6lamente con huevos de
Meloidogyne spp, lo cual indico que los trata-
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mientos donde se inocul6 el hongo redujeron
significativamente(P>0,05) & nimerodeestados
juveniles por 150g de suelo. Los mejores
tratamientosfueron: € hongo cultivado enarroz
con 3,3x1C esporas/g, formulado en alginato
de sodio a 1%, concentracion 5 x 10° esporas/
gy € molido a la misma concentracién, los
cuales no fueron significativamente diferentes
entre ellos (P>0,05). Estos dos ultimos trata-
mientos no fueron significativamente diferen-
tes del hongo formulado en alginato de sodio al
1% y molido alas concentraciones de 5x108 y
5x 107 esporas/g, ni conlaformulaciéncomercial
conidia®. El hongo cultivado en arroz, aungque
no fue diferente al hongo formulado en alginato
y molido a unaconcentracion de 5x10° esporas/
g, s difirio significativamente en el nimero de
estados juveniles con €l resto de tratamientos
(Tablal0).

Para M. anisopliae la mayor reduccién de
juveniles se obtuvo con el hongo cultivado en
arroz con unaconcentracion de9,7x10’ esporas/

g, molido auna concentracion de 5x10° esporas/
gy formulado como Destruxin®, siendo estoslos
Unicos tratamientos estadisticamente diferentes
anivel del 5% con el testigo inoculado con 2.500
huevos de Meloidogyne spp. Estos tratamientos
también fueron diferentes (P>0,05) con el hongo
formulado en aginato de sodio al 1% en lastres
concentracionesevaluadas5x107, 5x10° y 5x10°
esporas/g y molido en una concentracion 5x108
esporas/g. Los tratamientos del hongo molido a
unaconcentracion de5x10°esporas/gy formula-
do como Destruxin® no fueron diferentes
estadisticamente(P>0,05) al hongomolidoenuna
concentracion de 5x107 esporad/g, siendo este
tratamientoigual al testigo (Tabla11l).

En el recuento de juveniles se pudo observar
ladiversidad demicroorgani smosquepresentd el
sustrato suelo:pulpa, entre ellos micorrizas, ne-
matodos saprofiticos, protozoarios, rotiferos,
bacteriasy hongos, |os cual es aumentan lacom-
petenciadelosbiocontroladoresenel suelo. Esta
biodiversidad en el sustrato pudo impedir que el

Tabla 8. Promedio de UFC de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae por gramo de suelo enla
dilucion 10 de las formulaciones comerciales, preparadas'y |os hongos cultivados en arroz.

Tratamiento UFC/g de suelo CV (%)
Beauveria bassiana en arroz (5,6 x 10%esp/g). 4591 1326
Beauveria bassiana formulado (1,02 x 10°%esp/g). 1158 26,72
Conidia® (1,18 x 10%%esp/g) 241 2761
Metarhizium anisopliae en arroz (1,14 x 1(Pesp/g) 36,91 17,09
Metarhizium anisopliae formulado (1,05 x 10esp/g). 933 2531
Destruxin® (2,66 x 10°esp/q). 2283 1396

Tabla 9. Comparacion de promedios con lapruebal SD (Least Significant Diference) al 0,05 delas UFC de
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae por gramo de suelo en ladilucion 10 con dos tiempos de
evaluacién y cony sin hospedante para cada formulacién evaluada.

Tratamiento Tiempo (UFC) Hospedante (UFC)
8 dias 15 dias Con Sin

B. bassiana en arroz 37,83b* 54,00a 46,83a 45,00a
B. bassiana formulado 8,16 b 15,00 a 11,50a 11,66 a
Conidia 18,50a 26,33a 22,00a 22,83a
Destruxin 16,83b 28,83a 21,83a 23,83a
M. anisopliae en arroz 30,50b 43,33a 38,83a 35,00a
M. anisopliaeformulado 6,00 b 12,66 a 8,16a 10,50 a

*Promedios identificados por la misma letra no difieren estadisticamente segin LSD al 5%.
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potencial de control de B. bassianay M.
anisopliae demostrado in vitro fuera expresado
suficientemente, observandomenor eficienciaen
el suelo. Con el recuento de estadosjuvenilesde
Mel oidogyne spp se gener6 la variable mortali-
dad corregidacon €l testigo inoculado con 2.500
huevos de Meloidogyne spp. El andlisis de
varianza para esta variable mostré diferencias
entretratamientosal nivel designificanciadel 5%
para cada uno de los hongos evauados B.
bassianayM. anisopliae. Con B. bassiana todos
los tratamientos presentaron diferencias
significativas a 5% con el testigo solamente
inoculado con los huevos de Meloidogyne spp.
Conel hongo cultivadoenarroz en concentracion
de 3,3 x 10 esporas/g se obtuvo un mayor
porcentaje de mortalidad del 49%
significativamentediferenteal 5% queel restode
tratamientos evaluados, seguido por las
formulacionesenalginatodesodioal 1%y hongo
molidoenlasconcentraciones5x107, 5x 108, 5x10°
esporas/gy laformulacion Conidia® quefueron
estadisticamente diferentes a testigo (P>0,05),
presentando entre el 27% al 35% de mortalidad
corregida(Tabla12). Esimportanteresaltar que
sigue siendo mejor la aplicacion del hongo en
arroz que €l resto de tratamientos como las
formulacionesenalginatoy comerciales, tenien-
do en cuenta que estas también presentaron un

porcentajedecontrol al compararlascone testigo,
sin observar diferencias en la concentracion de
esporas del hongo aplicada.

Mosqueray Murcia (19), encontraron una
reduccion del 38% de la poblacién de
Mel oidogyne spp en raices de guayaba tratadas
con & hongo B. bassiana, resultando este con-
trol més rentable que el control quimico tradi-
cional. Estos porcentgjes encontrados por es-
tos autores son comparables alos obtenidos en
esta investigacion con €l hongo B. bassiana.

Con M. anisopliae los mejores tratamien-
tos fueron el hongo cultivado en arroz con una
concentracién de 9,7x107 esporas/g, € hongo
molido conunaconcentraci 6n de5x10°esporas/
gy Destruxin®, conunamortalidad del 44,43%,
41,99% y 37,42%, respectivamente. Estos
tratamientos fueron estadisticamente iguales
entres (P>0,05) y diferentesanivel del 5% de
significanciaconel testigo, conel hongomolido
aunaconcentracion de 5x108 esporas/gy con €l
hongo formulado en las tres concentraciones
evaluadas, siendo estosigual esestadisticamente
(Tablal3).

Laliteraturaregistracomo medidadecontrol
denematodosel uso del manejo integrado, en el

Tabla10. NUmero de estadiosjuveniles deMel oidogyne spp recuperados del suel o despuésdel tratamiento con
B. bassiana cultivadoenarrozy endiferentesconcentraciones5x10°, 5x 108, 5x 107 esporas/g del hongo formulado
en alginato de sodio a 1%, molido y formulado comercialmente.

Tratamiento

NUmer o de estadios juveniles

Testigoaginato—arroz
Testigo (2500 Huevos de Mel oidogyne spp)
Conidia, 1 x 10" esporas/g.

Hongo formulado en alginato de sodio 1%, 5 x 107 esporas/g.

Hongomolido, 5x 10”esporas/g.
Hongomolido, 5x 10%esporas/g.

Hongo formulado en al ginato de sodio 1%, 5 x 1(Pesporas/g.

Hongo molido5x 10°esporas/g.

Hongo formulado en alginato de sodio 1%, 5 x 10°esporas/g.

Hongo cultivadoenarroz, 3,3 x 10%esporas/g.

180,40 a*
127,15b
92,40 c
89,50 ¢
86,80¢c
84,35¢c
83,15¢
82,35cd
81,80cd
64,45d

* Letras iguales no difieren estadisticamente segin Tukey a 5%. Coeficiente de variacion experimental 12,80%.
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cual seincluye: control biol 6gico, hospedantes
genéticamente resistentes, modificacion del
ambiente, préacticas culturales y rotacionales.
Cuando es necesario y apropiado se utilizan los
nematicidas quimicos (27). Teniendo en cuenta
gue el control biol6gico nuncahasido utilizado
como un Unico procedimiento parael control de
nematodos, las mortalidades encontradas en la
evaluacion in vivo con los hongos B. bassiana
y M. anisopliae, alrededor del 45%, podrian
sumarse como un complemento de manejo
integrado en almécigos de café. Por tanto, se
deberedlizar laeva uacion deestasformul aciones
enlaetapadea mécigoy ensayosparalamejorar

|asformulaciones presentadas buscando mayor
persistencia de estos hongos en €l suelo.

La disminucién de la poblacién de
Meloidogyne spp obtenida con los hongos B.
bassiana y M. anisopliae en estainvestigacion,
es comparable a la lograda por Giraldo y
Leguizamdn (12) con e hongo P. lilacinus
quienesobtuvieron entre 32y 52% de disminu-
cion de estados infectivos de Mel oidogyne spp
enamécigosdecafé. L eguizamony Padilla(16),
obtuvieron porcentajesdemortalidad del 64,28%
y 52,24% con B. bassianay M. Anisopliae,
respectivamente, aplicando 2g de los hongos

Tabla 11. NUmero de estadios juveniles de Mel oidogyne spp recuperados del suelo después del tratamiento
con Metarhiziumanisopliae cultivado en arroz y en diferentes concentraciones 5x10°, 5x1C° , 5x10’ esporas/g
del hongo formulado en alginato de sodio a 1%, molidoy formulado comercialmente.

Tratamiento

NUmer o de estadios juveniles

Testigoaginato—arroz

Hongo formulado en alginato de sodio 1%, 5x 107 esporas/g.

TestigoHuevos

Hongo formulado en alginato de sodio 1%, 5 x 10°esporas/g.

Hongomolido, 5x 108esporas/g.

Hongo formulado en alginato de sodio 1%, 5 x 108esporas/g.

Hongomolido5x 107 esporas/g.

Destruxin, 2 x 10° esporas/g.

Hongo molido, 5 x 10°esporas/g.

Hongo cultivado en arroz, 9,7 x 107 esporas/g.

207,85a*
189,20ab
167,65abc
152,90bc
146,25¢
145,90¢c
135,40cd
104, 90 de
97,25 de
93,15e

* Letrasiguales no difieren estadisticamente segiin Tukey al 5%.

Coeficientedevariacionexperimental 19,50%.

Tabla 12. Mortalidad corregida in vivo sobre huevos de Meloidogyne spp del hongo Beauveria bassiana
cultivadoenarroz, endiferentesconcentraciones5x10°, 5x108, 5x107 del hongo formuladoenalginatodesodio

al 1%y molido.

Tratamiento

Mortalidad corregida %

Hongo cultivado enarroz, 3,3 x 108esporas/g.

Hongo formulado en alginato de sodio 1%, 5 x 10°esporas/g.

Hongo molido5x 10°esporas/g.

Hongo formulado en alginato de sodio 1%, 5 x 108esporas/g.

Hongomolido, 5x 108esporas/g.
Hongomolido, 5x 107 esporas/g.

Hongo formulado en alginato de sodio 1%, 5 x 107 esporas/g.

Conidia, 1 x 10*esporas/g.
Testigo: 2500 huevos de Meloidogyne spp

49,31 a*
35,66b
35,23b
34,60b
33,66b
31,73b
29,61b
27,33b
0,00c

* Letrasiguales no difieren estadisticamente segiin Tukey al 5%.
Coeficientedevariacion experimental 14,61%.Datostransformadoscon (Log 10 (PMC5)2
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cultivadosenarroz por 150g desuel o estéril, con
una concentracion de 2,4x10° esporas/g paraB.

bassiana y de 8,6x10° esporas/g para M. aniso-

pliae. Enestainvestigacionempleandolamisma
metodologia de evaluacién in vivo y con la
aplicacién de 1g de las formulaciones/150g del

sustrato suelo con pulpa, se obtuvieron para B.

bassiana cultivadoenarroz aunaconcentracion
de 3,3x108 esporas/g, una mortalidad del 49%.
Con laformulaciéncomercial, el hongomolidoy
formulado en |as concentraciones 5x 107, 5x 108,

5x10°esporas/g, seencontrd mortalidad entreel

27 a 35%. Con M. anisopliae en arroz con una
concentracion de 9,7x107, molido en lamasdta
concentracion5x10°y formulacioncomercial pre-
sentd6 mortalidad alrededor del 40%. Por tanto,
estos resultados corroboran trabajos anteriores
gueindicanel potencial deestoshongosparael

control de Meloidogyne spp, en almécigo.

Tal comoloindicanlosresultadosobtenidos
en el proceso de formulacion de los hongos, se
disminuyélapatogeni cidadinvivo sobrehuevos
deMeloidogynespp, comparadosconlos hongos
cultivadosenarroz, aspectoquefuemésevidente
conM. anisopliae, yaquelamortalidad corregida
nosediferencié del testigo(P>0,05). Losmayores
contenidos de nutrimentos y humedad de los
hongos en arroz comparados con los de las
formulacionesenalginatoy comerciales, permi-

tieron unacolonizacién masrapidadel sustrato
y por tanto, mayor control deMel oidogynespp.
Tal comoloindican Papavizasetal. (21), lasuma
de nutrimentos junto con los propagul os de los
controladores bioldgicos puede mejorar la
germinacién de esporas y por consiguiente, la
colonizacion del suelo.

Cabanillaset al. (6), sugieren queladutiliza-
cion de nutrimentos para la aplicacion de P.
lilacinusal suelo en el control deM. incognita,
puede aumentar la supervivencia 'y actividad
antagonicadel hongo. Patricketal. (22),indican
gue la descomposicion de los nutrimentos del
arroz contribuyealadisminuciéndelapoblacion
de nematodos, ya que durante este proceso se
pueden producir sustancias nematicidas. Ade-
mas, lamateriaorgani caestimulael crecimiento
delaplantay compensael dafio ocasionado por
el nematodo (6).

Es muy importante continuar con estudios
para megorar laformulacién de los hongos 'y
permitir que el potencial de control de estos
hongos seaaprovechado al méximo; asi mismo,
el mayor conocimiento sobre la ecologia y €l
comportamiento biocontrolador bajo condicio-
nes de suelo permitiralaintroduccion de estos
hongos en el programade manejo integrado de
Mel oidogyne spp en almécigos de café.

Tabla 13.Mortalidad corregidain vivo sobre huevos deMel oidogyne spp. del hongo Metar hiziumanisopliae
cultivadoenarrozy endiferentesconcentraciones5x10° 5x108, 5x 107 del hongoformulado enalginatodesodio

a 1%y molido.

Tratamiento

Mortalidad corregida %

Hongo cultivadoen arroz, 9,7 x 10" esporas/g.
Hongo molido5x 10°esporas/g.

Destruxin, 2 x 10° esporas/g.

Hongo molido, 5 x 10" esporas/g.
Hongomolido, 5x 10%esporas/g.

Hongo formulado en alginato de sodio 1%, 5 x 10Pesporas/g.
Hongo formulado en alginato de sodio 1%, 5 x 10° esporas/g.

Testigo: 2500 huevos de Meloidogyne spp.

Hongo formulado en alginato de sodio 1%, 5 x 107 esporas/g.

44 43 a*
41,99ab
37,42 ab
19,23 bc
12,97c
12,76 c
8,78 cd
0,00c
12,00d

* Letras iguales no difieren estadisticamente segiin Tukey a 5%.
Coeficiente de variacion experimental 36,58%. Datos transformados con +/(PMC+5)
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