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RESUMEN

El Grupo de Biocontrol y Microbiologia Ambiental (BIOMA) cuenta con una formulacién industrial liquida del hongo
Purpureocillium sp. (cepa UdeA 0109), desarrollada de conjunto con la casa comercial Laverlam S.A. (Cali, Colombia).
En la presente investigacién se evaluaron la viabilidad y la pureza del producto a diferentes temperaturas de almace-
namiento, asi como el potencial biocontrolador in vitro y en condiciones de invernadero. Los resultados de viabilidad
mostraron como las estructuras infectivas no se afectaron por los tiempos de evaluacién ni por las temperaturas de
almacenamiento. Los estudios también mostraron cémo la pureza del bioformulado bajo las mismas condiciones,
se mantuvo por encima del 99 %, y ademds se corroboré su patogenicidad in vitro con una CL,, de 10* conidias/mL.
Las evaluaciones en invernadero demostraron la propiedad de afectacion de los huevos del complejo Meloidogyne
incognita-javanica asi como la disminucién de los estadios jévenes con una concentracién de 108 conidias/mL en
tres pruebas, con distintas aplicaciones y tiempos de aplicacion.
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ABSTRACT

Microbiological evaluation and pathogenicity of a liquid bioformulation of the fungus Purpureocillium sp.
(strain UdeA 0109) on Meloidogyne incognita-javanica stages. The BIOMA research group (Biocontrol and
environmental microbiology) has an industrial liquid formulation based on Purpureocillium sp. (UdeA 0109 strain),
developed with the collaboration of Laverlam S.A, a Colombian (Cali) commercial house. In the present study the
researchers tested the viability and the purity at different storage temperatures as well as its biological potential both
in vitro and under greenhouse conditions. The results of viability showed how the infective structures were affected
neither by the evaluation time nor by the storage temperatures. Studies also showed that the purity of the biofor-
mulation in the same conditions was over 99 %, and its pathogenicity in vitro with an LC,; of 10* conidias/mL was
corroborated. The greenhouse tests showed the ability to produce damages in eggs of the Meloidogyne incognita-
javanica complex, and a decreasing of the J2 stages at a concentration of 102 conidia/mL in three tests performed
with a different number of applications and at different times each.
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Introduccién

Una de las plagas que mas dafio causa a los cultivos
y la economia es el nematodo nodulador Meloido-
gyne spp. Infesta mas de 3000 especies de plantas
horticolas, frutales, cereales y ornamentales [1], de-
teriora sus raices, lo que lleva a la disminucion de sus
nutrientes, y ocasiona considerables pérdidas econd-
micas en los cultivos. Para su control, generalmente
se usan productos quimicos, lo que representa el au-
mento de los costos de produccion, la contaminacion
del agua, los suelos y la compra de productos comer-
ciales. Por tales razones, actualmente se trabaja en el
manejo integrado de plagas y enfermedades (MIPE),
con métodos alternativos al uso de productos quimi-
cos, como el empleo de hongos biocontroladores. Es-
tos se han formulado en varias presentaciones, con el
fin de mejorar su accion en el campo, y facilitar su uso
y aplicacion por el agricultor.

Las formulaciones compuestas por hongos se ela-
boran mediante la mezcla de sus estructuras infectivas

o metabolitos con determinados compuestos, con el
fin de darle estabilidad a su ingrediente activo. Una
adecuada formulacion debe permitir su almacena-
miento prolongado, y una pérdida minima de las
cualidades del producto, como su patogenicidad, via-
bilidad y estabilidad en el tiempo [2, 3]. Hay varios
hongos biocontroladores con propiedades nematici-
das, que afectan los los huevos y los estadios juve-
niles (J2) de los nematodos. Entre ellos se encuentra
Purpureocillium lilacinum [4, 5].

En el grupo de Biocontrol y Microbiologia Am-
biental (BIOMA), de la Universidad de Antioquia,
Medellin, Colombia, se logro aislar del suelo un hon-
go biocontrolador de nematodos, perteneciente al gé-
nero Purpureocillium, cuya especie esta en estudio.
Por su potencial biocontrolador, se ha desarrollado
un proceso de bioformulacion industrial en presen-
tacion liquida, que se esta evaluando a partir de va-
rios parametros y contiene como ingrediente activo
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el hongo Purpureocillium sp. cepa UdeA 0109. Este
trabajo forma parte de una investigacion conjunta del
grupo BIOMA y la empresa Laverlam S.A. (Cali, Co-
lombia). El objetivo fue determinar la viabilidad del
hongo Purpureocillium sp. (Cepa UdeA 0109) sobre
el complejo Meloidogyne incognita-javanica en dife-
rentes momentos y temperaturas de almacenamiento,
asi como la patogenicidad in vitro y en condiciones de
invernadero [6, 7].

Materiales y métodos

El trabajo se desarroll6 en dos fases. La primera corres-
pondio6 a la evaluacion del efecto en condiciones de labo-
ratorio de la formulacion de Purpureocillium sp. (Cepa
UdeA 0109) sobre el complejo Meloidogyne incognita-
Jjavanica, y la segunda, la proteccion de plantulas de
tomate frente a la accion del nematodo en condiciones
de invernadero. El proyecto se ejecutd en las instala-
ciones del grupo BIOMA en el Instituto de Biologia y
en el Laboratorio de Biologia, seccional Oriente de la
Universidad de Antioquia (Rionegro, Colombia). Para
el proceso experimental se utilizd una formulacion
liquida comercial, cuyo ingrediente activo correspon-
dio a la cepa UdeA 0109 suministrada por el laborato-
rio BIOMA a la empresa Laverlam S.A. (Cali, Colom-
bia). El biorreactor se escald en la casa comercial, con
la informacion suministrada por el grupo BIOMA,
cuyo contenido esta firmado por las dos entidades en
el acuerdo de confidencialidad No. 8802-03-2010.

Evaluacién en laboratorio

Determinacién de porcentaje de germinacién y
pureza

El comportamiento de las estructuras del hongo de
la formulacion se determind mediante pruebas re-
lacionadas con la germinacion y la conservacion de
la pureza en diferentes condiciones y momentos [3].
Las temperaturas evaluadas fueron: 4-8, 14, 23-25 y
30 °C. Cada una se evalud en cuatro tiempos: 8, 15,
30 y 90 dias. Se determind la concentracion inicial
de las estructuras (conidias/mL), y la formulacion se
dispenso en tubos de 1.5 mL, que se almacenaron por
duplicado en las condiciones descritas. Posterior a
los tiempos de evaluacion, se hicieron diluciones se-
riadas, para sembrar alicuotas de 5 pL en placas de
Petri que contenian agar-agua, a partir de la dilucién
1/1000. Se utilizaron dos placas de Petri por cada tubo
y se incubaron durante 24 horas, a 23-25 °C. Luego se
tomaron fragmentos del agar inoculado con el formu-
lado, se tifieron con azul de lactofenol y se observaron
al microscopio de luz, con una magnificacion de 40x.
Para la determinacion de la germinacion, se calcul6 la
proporcion de conidias germinadas y no germinadas.
Se consideraron como conidias germinadas aquellas
cuyo tubo germinativo superaba como minimo dos
veces el didmetro de la conidia.

Para la determinacion del porcentaje de pureza,
se trabajaron las mismas temperaturas y tiempos de
almacenamiento que en las pruebas de germinacion.
Se tomaron 100 uL de las diluciones con 103 y 10+
conidias/mLy se sembraron en placas de agar de papa
y dextrosa (Merck®,) por duplicado. Posterior a su in-
cubacion durante una semana, se calcul6 el porcentaje
de pureza (% P) en base a la relacion de unidades
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formadoras de colonias (u.f.c.), de acuerdo con la formu-
la: % P =u.f.c. del hongo evaluado / u.f.c. totales x 100.

La unidad experimental consistié en los tubos que
contenian la formulacion, cada uno con cinco repe-
ticiones. Como control se utilizé una suspension del
hongo sin formular, en agua destilada estéril, someti-
da a las mismas condiciones que la formulacion. Se
establecieron diferencias entre tratamientos mediante
un Anova (p = 0.05), y se aplico la prueba de com-
paracion multiple de Tukey. En aquellos casos en los
cuales los datos no cumplieron los supuestos estadis-
ticos, se hicieron transformaciones seno y arcoseno,
y se aplico el test Wilcoxon. Debido a que no hubo
variabilidad entre los tratamientos en las condiciones
evaluadas, en las pruebas de pureza solo se hicieron
analisis descriptivos.

Evaluacién de la patogenicidad in vitro
sobre huevos del complejo Meloidogyne spp.

Las pruebas de patogenicidad se hicieron con la for-
mulacion almacenada durante dos meses en el labora-
torio BIOMA de la Universidad de Antioquia, a tem-
peratura ambiente promedio (23-25 °C).

A partir de los nematodos multiplicados en condi-
ciones de invernadero, se obtuvieron huevos del com-
plejo Meloidogyne spp. Estos se extrajeron mediante
la técnica del NaOCl al 5 % [6]. Se lavaron con el
antibiotico oxitetraciclina® al 5 % durante 10 min, y
luego se enjuagaron con agua corriente estéril, para
conservarlos en nevera (4-8 °C) hasta el momento de
la prueba. La suspension de los huevos se diluy6 hasta
una concentracion de 200 huevos/mL, que se usaron
para el estudio.

Se tomaron alicuotas de 1 mL de huevos y 4 mL
del hongo de las concentraciones a evaluar, que se re-
cogieron en placas de Petri de 5 cm de diametro, se
incubaron a temperatura ambiente (25-28 °C) y se eva-
luaron a los 5 dias. Como controles se utilizaron hue-
vos suspendidos solamente en agua destilada estéril, y
huevos suspendidos en el hongo sin bioformular. La
unidad experimental fue la placa de Petri, y se evalua-
ron 5 tratamientos (107, 103, 10% 107 y 10® conidias/
mL) de la bioformulaciéon almacenada a temperatura
ambiente (23-25 °C) luego de 90 dias, cada una con
cinco repeticiones. La variable evaluada fue el por-
centaje de afectacion morfoldgica de los huevos por
unidad experimental. Se utilizé un disefio al azar. Las
diferencias significativas se determinaron mediante
Anova (p =0.05) y se aplico el estadistico de compa-
racion de medias de Tukey. Los huevos afectados se
tifieron con azul de lactofenol y se fotografiaron en
un microscopio (Olympus, modelo BX 60-F5), con
un aumento de 40x.

Evaluacién en invernadero

Determinacién de la permanencia del hongo
en suelo

Con el fin de establecer las frecuencias en las que el
hongo debia ser aplicado, fue necesario conocer la
permanencia en el tiempo del hongo Purpureocillium
sp. (Cepa UdeA 0109) en el suelo, para lo cual se
utilizaron nueve vasos plasticos de 300 mL. En cada
uno se adicionaron 114.5 g de suelo seco esterilizado.
Posteriormente, se inocularon con 10 mL de la cepa
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UdeA 0109, tres vasos con cada concentracion (103,
10° y 10® conidias/mL).

Tras cinco dias de incubacion, se tomaron muestras
de 5 g de suelo de cada uno de los vasos, a intervalos
de 5 dias: dias 5, 10, 15 y 20. En cada tiempo se rea-
lizaron diluciones seriadas, y a partir de la concentra-
cién 10 conidias/mL, se sembraron 100 uL de agar
de papa y dextrosa acidificado en placas de Petri en
superficie, por duplicado. Posteriormente se incuba-
ron durante 7 dias entre 25 y 28 °C, para determinar
el numero de u.f.c./g. A partir de estos resultados se
hizo un analisis descriptivo y se establecio el tiempo
de aplicacion del hongo para la prueba de patogenici-
dad en condiciones de invernadero.

Las condiciones de humedad, requeridas tanto para
el establecimiento del hongo como para la supervi-
vencia del nematodo (70 %), se establecieron median-
te el calculo de la maxima capacidad de retencion de
humedad del suelo [8].

Determinacién de la mejor concentracién
del formulado para disminuir los estadios
jévenes de Meloidogyne spp. en invernadero

El ensayo se hizo en el invernadero de la Universidad
de Antioquia, Medellin, Colombia, que conservaba
una temperatura promedio de 26 °C. El suelo se este-
rilizo en autoclave y posteriormente se seco dentro del
invernadero, hasta disminuir la humedad por debajo
del 50 %. Para la primera inoculacion de la formula-
cion proporcionada por la casa comercial, se dispuso
un recipiente plastico de 100 L de capacidad, al que se
afladieron 16.8 kg de suelo correspondientes al sustrato
de 21 plantas, y posteriormente se adicionaron 840 mL
de la solucion de esporas, para lograr una humedad del
70 %. Se aplico el indculo inicial de los tratamientos,
se mezcld manualmente e incubd durante 24 h para
el establecimiento del hongo. Pasado este tiempo, se
adicionaron 800 g de la mezcla del suelo con el hongo,
en bolsas plasticas de 30 x 25 ¢cm e incubo otras 24 h.
Posteriormente, se hizo el trasplante de las plantulas
de tomate, para inocular 3000 huevos/5 mL de Meloi-
dogyne spp. alrededor del tallo de cada una.

Extraccién de estadios juveniles y huevos
de Meloidogyne spp. para la determinacién
de poblaciones

Para la extraccion de los nematodos en estadios ju-
veniles, se utilizé el método del tamiz papel facial
[9]. Se utilizaron tamices de 10 cm de altura por 17
cm de diametro (Kleenex®) y una malla plastica con
poros de 0.4 cm. El suelo se homogenizé y se to-
maron 100 g, los cuales se adicionaron en cada uno
de los tamices que contenian un Kleenex® doble.
Los tamices se colocaron sobre platos desechables
que contenian agua corriente, lo que aseguraba que
el suelo quedara humectado. Posterior a las 48 h, se
recuperaron y concentraron en 100 mL los estadios
juveniles, para su posterior conteo con la ayuda de
un microscopio optico invertido (Nikon Eclipse TS
100). Para la extraccion de los huevos, se tomaron
las raices de cada planta. Se cortaron finamente y
depositaron en frascos de vidrio que contenian 50
mL de NaOCl al 3 %. La suspension se agité a 180
rpm durante 15 min, y se filtr6 a través de una malla
de tela tipo monofilamento y a continuacion tamizada
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por un juego de tamices de 0.125 y 0.025 mm. Luego
se lavo con abundante agua para quitar el exceso de
hipoclorito. Los huevos se contaron de la misma for-
ma que los estadios juveniles.

El ensayo consisti6 en tres pruebas, cada una con
seis tratamientos, correspondientes a las concentra-
ciones del formulado (102, 103, 105, 107 y 108 co-
nidias/mL y el grupo control). Los controles tenian
suelo con plantas inoculadas con huevos, pero sin
la aplicacion de la formulacion. Cada tratamiento
tuvo siete repeticiones para un total de 42 plantas por
prueba. Después del indculo inicial, se hicieron apli-
caciones cada 15 dias con las concentraciones corres-
pondientes, utilizando 40 mL del hongo. De esta for-
ma, un primer ensayo comprendid tres aplicaciones,
con el estudio de las poblaciones de nematodos J2 y
los huevos a los 45 dias (1.5 meses); en el segundo
se hicieron cinco aplicaciones y el andlisis a los 75
dias (2.5 meses); mientras que en un tercero se ino-
culé con siete aplicaciones de la formulacion, para
su posterior analisis a los 105 dias (3.5 meses). Los
tratamientos se dispusieron dentro del invernadero.
Cada prueba se separ6 entre si, con una distribucion
aleatoria de las plantas. Durante el estudio, la hume-
dad se ajusto al 70 %, cada 48 h. La unidad experi-
mental fue la planta tratada con la concentracion del
bioformulado de Purpureocillium sp. evaluado y la
solucion de huevos de Meloidogyne spp. Las varia-
bles evaluadas fueron el nimero de estadios juveni-
les/100 g de suelo y el nimero de huevos/100 g de
raiz. Se hizo un analisis no paramétrico de Wilcoxon
para establecer diferencias entre los tratamientos y su
respectivo control (p = 0.05), con ayuda del paquete
estadistico R (R Project, version 2.12.2).

Resultados y discusion
Evaluacién en laboratorio

Germinacién y pureza a diferentes
temperaturas y tiempos de almacenamiento

La concentracion de la formulacion correspondio a
3.6 x 10® conidias/mL. De acuerdo con el test de Wil-
coxon, durante los dias 0, 8 y 15 no hubo diferencias
significativas entre los controles y los tratamientos
(p > 0.05). Sin embargo, de acuerdo con el test de
Kruskal-Wallis, en el dia 8 se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos. Los mejores
porcentajes de germinacion (90 %) correspondieron
a la temperatura ambiente: 23-25 °C y a la temperatu-
ra de invernadero: 4-8 °C (Figura 1A). A los 15 dias
hubo diferencias entre los tratamientos a temperatura
ambiente (75 % de germinacion) y a temperatura del
Oriente Antioqueiio (80 % de germinacién) (Figura
1B). El dia 30 no se evidenciaron diferencias entre los
tratamientos, y la germinacion se conservo entre el 75
y el 80 % (Figura 1C). En la lectura final (dia 90), la
germinacion se mantuvo entre el 85y el 90 % en todas
las temperaturas, aspecto deseable en una formulacion
comercial (Figura 1D). Esto se ha reportado para otros
hongos como Beauveria bassiana, que en una formula-
cidn en aceite surfactante han mostrado un incremento
de la tolerancia a temperaturas elevadas, conservado
la virulencia y mantenido la viabilidad de los conidios
en el tiempo [9].
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Figura 1. Andlisis de los porcentajes de germinacién del formulado liquido de Purpureocillium sp. (Cepa UdeA 0109), sometido a diferentes temperaturas, durante

cuatro tiempos: A) dia 8; B) dia 15; C) dia 30; D) dia 90. Letras distintas muestran diferencias entre los tratamientos (p < 0.05).

Es importante afiadir que la formulacion se presen-
td como una suspension homogénea, sin crecimientos
miceliales en la superficie, durante el tiempo de estu-
dio, lo cual se observo en los controles. Al igual que
en este ensayo, varios autores han descrito que existen
procesos de formulacién que no afectan las esporas
y que, por el contrario, mejoran la estabilidad y vida
util en almacenamiento de estas estructuras [3, 10-13].

En todos los tratamientos y condiciones, la pureza
oscilo en el rango 99-100 %, que de acuerdo con las
normas de control de calidad de hongos entomopato-
genos, debe ser superior al 90 % [3, 10], lo que denota
la adecuada calidad de la formulacion por parte de la
casa comercial (Laverlam).

De acuerdo con estos resultados, la formulacion
comercial liquida no mostré ningun efecto adverso
sobre la germinacion ni la pureza de las estructuras
de la cepa UdeA 0109 en los tiempos y temperaturas
evaluados.

Prueba de patogenicidad in vitro

Con relacion a la concentracion letal media (CL, ) pos-
terior a los 5 dias, los analisis mostraron que la concen-
tracion de 10* conidias/mL puede afectar el 50 % de la
poblacion. A partir de esos resultados, se decidio eva-
luar las concentraciones por debajo y por encima de
esa, en invernadero. Esta CL, supera a bioformulacio-
nes comerciales nematicidas de P. lilacinum y Pocho-
nia chlamydospora usadas in vitro, en que las concen-
traciones de 1.03 x 10® esporas/mL logran un efecto
nematicida sobre estadios de Radopholus similis [14],
lo cual muestra la posibilidad de que este producto pu-
diera ser usado en concentraciones menores en campo,
aspecto que debe ser evaluado. Mediante la alteracion
morfologica de los huevos, se evalud el efecto de las
dosis. En la concentracion de 10? conidias/mL se evi-
dencio el 10 % de los huevos afectados, mientras que
en la concentracion 108, el 99 % de los huevos estaba
morfologicamente alterado (Figuras 2 y 3). Final-
mente, la formulacion mostroé la propiedad de afectar
los huevos después de dos meses de almacenamiento
a temperatura ambiente, aun cuando se continu6 la
evaluacion cualitativa y mostraba viabilidad luego
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del séptimo mes (datos no mostrados), aspecto tam-
bién deseable en una formulacion.

Evaluacién en condiciones de invernadero

Determinacién de la permanencia del hongo
en el suelo

En el tiempo cero, correspondiente al momento de la
inoculacion, se evidencid una disminucion de la con-
centracion de las conidias en las tres concentraciones
evaluadas, con respecto a la concentracion que se ha-
bia aplicado inicialmente. Al observar el comporta-
miento de las concentraciones del hongo durante el
experimento, al quinto dia se observé un aumento de
las u.f.c. Entre tanto, en los dias 10 y 15, la cantidad
de u.f.c. permanecio relativamente constante durante
el estudio. A los 20 dias se observo una disminucion
de las u.f.c., lo que indic6 que el momento ideal para
una nueva aplicacion era entre los 10 y 15 dias. De
acuerdo a estos resultados, se establecio la aplicacion
del bioformulado cada 15 dias, pues de esta manera
se podria mantener constante la densidad de esporas
del hongo en el suelo, lograr un control efectivo de

Figura 2. Aspecto de un huevo de Meloidogyne spp. morfolé-
gicamente alterado. Los contenidos se han reemplazado por el
crecimiento micelial. Observacién al microscopio éptico (40x).
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Figura 3. Evaluacién de las concentraciones del formulado del
hongo Purpureocillium sp. (Cepa UdeA 0109) sobre el porcen-
taje de los huevos de Meloidogyne spp. afectados, comparados
con su control. Letras distintas muestran diferencias entre los
tratamientos, y de estos con el control (p < 0.05).

Meloidogyne spp. a largo plazo y disminuir la can-
tidad de bioformulado usado. En estudios de otros
autores [15], las u.f.c. de P. lilacinum eran mas bajas
que las adicionadas al inicio del experimento. La dis-
minucion de u.f.c. entre dos y tres semanas después
de la aplicacion inicial, la han reportado otros investi-
gadores [16, 17].

3 aplicaciones

5 aplicaciones

Establecimiento de las poblaciones
de segundos estadios juveniles

En el tratamiento con tres aplicaciones del bioformulado,
la disminucion de los nematodos en estadio J2 en 100 g
de suelo mostr6 diferencias significativas (p < 0.05) en-
tre las concentraciones 10°, 107 y 108 conidias/mL con
respecto al control y los demas tratamientos (Figura
3A). Los tratamientos que alcanzaron mayor cantidad
de individuos J2 correspondieron a 10? y 10° conidias/
mL, con 79 y 57 nematodos, respectivamente; mientras
que la concentracion con menor numero fue 10 con 14
nematodos en estadio J2/100 g de suelo (Figura 4A).

Se afectd mas del 90 % de los huevos en todas las
concentraciones evaluadas, lo que mostré que todos
los tratamientos tuvieron diferencias significativas
con respecto al control (p < 0.05) (Figura 4D).

Tras cinco aplicaciones del bioformulado, no se obser-
varon diferencias significativas (p <0.05) en la disminucion
de lapoblacion J2 entre el control y las concentraciones 107,
10%, 105, 107 conidias/mL, y las poblaciones J2 de Meloido-
gynespp.oscilaronentre 164y 329 nematodos/100 gde sue-
lo. Solo se observaron 14 nematodos con la concentracion
de 10 conidias/mL (Figura 4B). Con respecto a los huevos,
todas las concentraciones presentaron diferencias signifi-
cativas con respecto al control (p < 0.05), con afectaciones
entre el 50 y el 90 %. A pesar de que entre las
concentraciones 107y 10% conidias/mL no hubo diferencias
significativas, en la concentracion 108 se evidencio el mayor
numero de huevos afectados (Figura 4E). Para este niime-
ro de aplicaciones hubo un incremento de las poblaciones

7 aplicaciones
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Figura 4. Efecto de la aplicacién de una formulacién del hongo Purpureocillium sp. (Cepa UdeA0109) a diferentes concentra-
ciones en plantas de tomate, sobre dos estadios de Meloidogyne incognita-javanica. Se hicieron tres pruebas, en 42 plantas
cada una, con 3, 5y 7 aplicaciones, respectivamente, seguidos de evaluaciones a los 35, 75 y 105 dias, por ese orden. A-C)
Afectacién a los nematodos en estadio juvenil 2 (J2) en las diferentes concentraciones de la formulacién, comparados con su
control. D-E) Afectacién a los huevos de nematodos en diferentes concentraciones del formulado, comparados con su control.
Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05).
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de nematodos J2 en las concentraciones mas bajas (107,
10%), asi como en el control. Este resultado pudo deberse
a que a pesar de ser la segunda evaluacion, aquellas po-
blaciones que lograron ingresar en la raiz desde el inicio
del experimento, culminaron su ciclo reproductivo. Ello se
comprobd por la presencia de nodulaciones en el material
evaluado. En otros estudios de nuestro grupo, se ha obser-
vado como la cepa UdeA 0109 no se comporta como endé-
fito y solo ataca las poblaciones de nematodos expuestas.
En este sentido, se ha reportado que el tomate es altamente
susceptible a Meloidogyne spp. y, de acuerdo con la varie-
dad, la formacion de agallas en la raiz puede ser mayor,
con un incremento en la produccion de huevos, algunos de
ellos alojados en el interior de los tejidos, lo cual disminuye
las probabilidades de infeccion por el hongo [18]. Debido a
ello, es necesaria la determinacion del efecto preventivo del
producto, aspecto que tendra que ser estudiado en el cam-
Po, ya que algunos autores han reportado que es preciso la
aplicacion pretrasplante de otras cepas de P, lilacinum para
disminuir el inéculo de nematodos en suelo, su reproduc-
cion y el dafio a las raices [16, 19]. Otro aspecto por el que
pudo haber incremento poblacional de los nematodos J2,
es la forma en que la formulacién se inoculd en el suelo.
De acuerdo con la metodologia en esta investigacion, la
primera aplicacion se hizo mediante una mezcla directa del
hongo con el suelo, mientras que las demas aplicaciones se
efectuaron agregando la cepa alrededor del tallo de la plan-
tula, en forma superficial, sin mezclarla con el suelo. Otros
autores hallaron que el sistema radical y la profundidad de
la inoculacion del hongo en el suelo, pueden ser importan-
tes en la propiedad del hongo para controlar las poblacio-
nes de Meloidogyne sp. [15], lo cual se debe evaluar con
mas detenimiento en investigaciones ulteriores.

En el tratamiento de siete aplicaciones del biofor-
mulado, se observd diferencias significativas entre
el control y la concentracion 10 conidias/mL para
nematodos J2 (p < 0.05) (Figura 4C). Se observaron
21 individuos/100 g de suelo, mientras que las con-
centraciones de 10?, 10°, 10° y 107 conidias/mL
no mostraron diferencias con el control. En los huevos
(Figura 4F) se encontraron diferencias significativas
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en todas las concentraciones con respecto al control
(p £0.05). Las concentraciones con mas huevos afec-
tados fueron 107 y 10® conidias/mL, con 100 % de
afectacion. Al igual que en las pruebas anteriores, la
concentracion de 10® se considerd mejor, debido a que
mantuvo bajos niveles de nematodos en estadio J2.
Es importante sefialar que algunas cepas de hongos
pueden variar y necesitar concentraciones mayores
a 1 x 107 esporas/mL para ser infectivas, lo cual se
ha descrito [20]. La necesidad de mantener una con-
centracion de P. lilacinum en suelo de 10° o mayor,
también se ha referido [19, 21] y confirmado en el
presente estudio, en que las mejores concentraciones
fueron 107 y 108.

Conclusiones

Se comprobd la calidad microbioldgica de la formula-
cion liquida de la cepa Ude A0109 y su patogenicidad
sobre estados del complejo Meloidogyne incognita-
javanica. En investigaciones posteriores seria opor-
tuno evaluar si la concentracion de 107 conidias/mL,
registrada como eficaz en el presente estudio, ejerce
un mejor control, comparado con otros productos
bioldgicos nematicidas disponibles en el mercado,
cuyas concentraciones efectivas oscilan entre 10% y
10'2[22]. Adicionalmente, es importante resaltar que,
de acuerdo con los resultados, se tiene informacion
sobre la frecuencia de aplicacion del bioformulado
para la disminucién de las poblaciones de huevos y
nematodos en estadio juvenil J2 en condiciones de in-
vernadero, lo cual es 1til para la validacion de estos
resultados en campo.
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