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Resumen 

El presente trabajo de investigación consiste en tres fases para evaluar el efecto de la 

interacción extractos botánicos y hongos nematófagos con el fin de controlar al 

fitoparásito Meloidogyne incognita en condiciones de laboratorio. En la primera fase se 

identificaron molecularmente a las especies de los hongos Purpureocillium sp., 

Trichothecium sp., Trichoderma sp. y Beauveria sp. En la segunda fase se analizaron la 

compatibilidad de los extractos botánicos de canela, chocho, clavo de olor, quinoa y 

neem en tres diluciones (1%, 5% y 10%), con el crecimiento micelial y la esporulación 

de los hongos nematófagos. En la tercera fase se evaluaron las interacciones de 

extractos botánicos y hongos nematófagos en diferentes estadios de M. incognita en 

juveniles (J2) a las 24, 48 y 72 h, mientras que en huevos a las  72, 96 y 120 h. Los 

diseños experimentales que se emplearon fueron dos esquemas factoriales 

completamente al alzar con 5 observaciones en cada tratamiento. La especie 

Trichoderma virens  fue la menos afectada por la diluciones de los extractos botánicos. 

Además, fue suficiente 72 horas de exposición con los tratamientos para reducir el 

porcentaje de eclosión en los huevos y también 24 horas de exposición para 

incrementar el porcentaje de mortalidad en juveniles (J2) del fitoparásito M. incognita, 

con actividades nematicidas más altas de las interacciones en los hongos identificados 

como T. virens, B. bassiana y P. lilacinum más las diluciones de los extractos botánicos 

de quinoa, clavo de olor y  neem. 

Palabras clave: 

 FITOPARÁSITOS 

 CONTROL BIOLOGICO  

 HONGOS NEMATÓFAGOS 
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Abstract 

The present research work consists of three phases to evaluate the effect of the 

interaction between botanical extracts and nematophagous fungi to control the 

phytoparasite Meloidogyne incognita under laboratory conditions. In the first phase, the 

species of fungi Purpureocillium sp., Trichothecium sp., Trichoderma sp. and Beauveria 

sp. were molecularly identified. In the second phase, the compatibility of botanical 

extracts of cinnamon, chocho, clove, quinoa and neem in three dilutions (1%, 5% and 

10%) with the mycelial growth and sporulation of nematophagous fungi was analyzed. In 

the third phase, the interactions of botanical extracts and nematophagous fungi were 

evaluated in different stages of M. incognita in juveniles (J2) at 24, 48 and 72 h, while in 

eggs at 72, 96 and 120 h. The experimental designs used were two completely 

randomized factorial schemes with 5 observations in each treatment. The Trichoderma 

virens species was the least affected by the dilutions of the botanical extracts. In 

addition, 72 hours of exposure to the treatments was sufficient to reduce the percentage 

of hatching in the eggs and also 24 hours of exposure to increase the percentage of 

mortality in juveniles (J2) of the phytoparasite M. incognita, with higher nematicidal 

activities of the interactions in the fungi identified as T. virens, B. bassiana and P. 

lilacinum plus the dilutions of the botanical extracts of quinoa, clove and neem. 

Key words: 

 PHYTOPARASITES 

 BIOLOGICAL CONTROL  

 NEMATOPHAGOUS FUNGI 
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Capítulo I 

Introducción 

El género Meloidogyne es considerado el grupo de nematodos fitoparásitos más 

evolucionados, nocivos y de mayor importancia económica en el mundo (Moens et al., 

2009), tiene amplia distribución geográfica y rango de hospederos (más de 2000 

especies vegetales) (A. Muimba-Kankolongo, 2018), en las que provoca daños como 

agallas, nudos, lesiones, pudrición en la raíz, clorosis y marchitamiento en el follaje 

(Yergaliyev et al., 2020), enanismo, y baja productividad (K. P. P. Nair, 2013) 

Dentro de este género las especies más importantes son Meloidogyne incognita, 

M. javanica y M. arenaria (Arias et al., 2009), debido a las pérdidas económicas que 

ocasionan (Robertson et al., 2009). En los últimos años, la especie Meloidogyne 

incognita fue reconocida como un problema potencial en la producción agrícola 

(Kaspary et al., 2021) y como la más abundante de Ecuador (Guerrero, 2017). 

Para el control de esta plaga se suelen aplicar plaguicidas químicos (Mendes et 

al., 2005). El uso de plaguicidas se ha visto limitado principalmente por sus efectos 

negativos con el medio ambiente, salud humana, animal y vegetal, por consiguiente, 

algunos nematicidas cuyos ingredientes activos que resultan ser tóxicos han sido 

retirados del mercado (El-Saadony et al., 2021). El impacto negativo de éstos ha 

impulsado la búsqueda de métodos de biocontrol amigables con el agroecosistema 

(Guerrero, 2017). 

En la actualidad, varias investigaciones demuestran la efectividad de los 

extractos vegetales por sus propiedades biocontroladoras de nematodos fitoparásitos 

han causado gran interés (Dorman & Deans, 2000). Entre estos, los extractos de clavo 
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de olor (Syzygium aromaticum), canela (Cinnamomum verum), chocho (Lupinus 

mutabilis) y neem (Azadirachta indica) contienen compuestos que tienen actividad 

nematicida (D’Addabbo & Avato, 2021);(Dubois et al., 2019). 

De forma similar existen estudios de la efectividad de algunos hongos en el 

manejo de nematodos fitoparásitos debido a sus diferentes mecanismos de acción 

como liberar moléculas bioactivas que favorecen la colonización, parasitismo, entre 

otros (Poveda et al., 2020). Los hongos más utilizados para el control biológico de 

fitoparásitos son los géneros: Purpureocillium, Verticillium, Hirsutella, Nematophthora, 

Arthrobotrys, Drechmeria, Fusarium y Monacrosporium (Siddiqui & Mahmood, 1996).  

Objetivos de la Investigación  

Objetivo General 

Evaluar el efecto de la interacción de extractos botánicos y hongos nematófagos 

para el control de Meloidogyne incognita en condiciones de laboratorio. 

Objetivos Específicos 

Identificar molecularmente las cepas de hongos nematófagos para el control de 

M. incognita 

Evaluar la respuesta de la interacción entre extractos botánicos y hongos 

nematófagos en condiciones in vitro. 

Establecer las interacciones de los extractos botánicos y hongos nematófagos 

que tienen efecto nematicida y/o nematostático para M. incognita bajo condiciones de 

laboratorio. 
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Hipótesis  

Hipótesis nula  

Ho: Las especies de hongos identificadas molecularmente no pertenecen al 

grupo de biocontroladores de M. incognita. 

Ho: Las diluciones de los extractos botánicos no influyen sobre los efectos de 

inhibición y en la capacidad de esporulación de los hongos nematófagos en condiciones 

in vitro.  

Ho: Las interacción de los extractos botánicos y hongos nematofagos no 

controlan la eclosión de huevos y mortalidad de juveniles de M. incognita bajo 

condiciones de laboratorio. 

Hipótesis alternativa 

Ha: Las especies de hongos identificadas molecularmente pertenecen al grupo 

de biocontroladores de M. incognita. 

Ha: Las diluciones de los extractos botánicos influyen sobre los efectos de 

inhibición y en la capacidad de esporulación de los hongos nematófagos en condiciones 

in vitro.  

Ha: Las interacción de los extractos botánicos y hongos nematofagos controlan 

la eclosión de huevos y mortalidad de juveniles de M. incognita bajo condiciones de 

laboratorio. 
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Capítulo II 

Marco teórico 

Nematodos fitoparásitos 

Generalidades  

Los nematodos fitoparásitos son animales microscópicos que establecen sitios 

de alimentación en raíces, tallos, hojas, flores y semillas (Gheysen & Mitchum, 2019), 

tienen un cuerpo largo, redondo, filiforme y angosto ( 'nema' es hilo en griego), viven en 

zonas templadas, subtropicales y tropicales (Kiontke & Fitch, 2013) .Existen cerca de 

4100 especies pero sólo un grupo restringido son considerados como patógenos 

(Satyandra Singh et al., 2015). 

Según el lugar donde se alimentan, se clasifican en ecto o endoparásitos, 

algunos son migratorios porque se mueven del suelo hacia los tejidos de la planta, 

mientras que otros son sedentarios (Pulavarty et al., 2021). Los que causan mayores 

pérdidas en los cultivos son los nematodos quísticos (Globodera spp., Heterodera spp.), 

agalladores (Meloidogyne spp.) y reniforme (Rotylenchulus spp.) de naturaleza 

sedentaria (Jones & Goto, 2011).  

Sintomatología en plantas 

 El nematodo agallador Meloidogyne incognita puede infectar a 1.700 especies 

de plantas (Bellafiore et al., 2008). Las larvas invaden las raíces de los cultivos y se 

alimentan del sistema vascular, provocan hipertrofia celular (agallas), enanismo, 

deficiencia de nutrientes, estrés, clorosis y marchitamiento de las hojas (Muimba-

Kankolongo, 2018). También, causan pudrición de la raíz y bajan la productividad, 

incluso interactúan con otros patógenos como Fusarium, Rhizoctonia solani y 
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Thielaviopsis basicola  (Manzanilla‐López & Starr, 2009).  

Figura 1 

Raíces de tomate (Solanum lycopersicum) infectadas por M. incognita. 

 

Nota. Obtenido de  (Muimba-Kankolongo, 2018). 

 Las hormonas vegetales principales que actúan en la defensa de las plantas 

son el jasmonato (JA), el salicilado (SA) y el etileno (ET), lo hacen dependiendo de la 

interacción específica entre el huésped y el fitoparásito (Molinari & Leonetti, 2019). Sin 

embargo, los nematodos fitoparásitos han desarrollado una forma de imitar a los 

efectores de la hormona peptídica vegetal, que sirve para promover el crecimiento de 

las raíces (Gheysen & Mitchum, 2019).  

 En consecuencia, las plantas de Nicotiana benthamiana y Hirschmanniella 

oryzae que expresan el efector de mutasa de corismato igual que M. incognita, son más 

susceptibles de ser parasitadas (Wang et al., 2018). Además, este fitoparásito tiene la 

capacidad de imitar al gen NodL de rizobios e inducir la formación de nódulos en las 

leguminosas (Shi et al., 2018), por otro lado, afectan con mayor prevalencia a plantas 

de cereales y pastizales (Fleming et al., 2016). 
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Características de Meloidogyne incognita  

 El nematodo agallador M. incognita, puede llegar a medir 690 µm de largo y 16 

µm de ancho en hembras, 2000 µm de largo y 23 µm de ancho en los machos (Carneiro 

& Cofcewicz, 2008). Los juveniles (J2) miden 400 µm de largo y 15 µm de ancho, estos 

perforan los tejidos de la planta huésped con una estructura en forma de aguja llamada 

estilete que se encuentra en la cabeza (Shi et al., 2018).  

Figura 2 

Características morfológicas  

 

Nota. A, J, K, N, O, P: regiones anterior masculino; C, L, Q: extremo posterior 

masculino; D: región anterior femenina; E: estilete; B, F, G, M, R, S: patrones 

perineales; H, I, T, U: juveniles (J2) en regiones anterior y posterior. Obtenido de 

(Carneiro & Cofcewicz, 2008). 
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En el género Meloidogyne existen 98 especies que tienen una amplia gama de 

huéspedes y son parásitos de plantas vasculares (Moens et al., 2009).  

Tabla 1 

Clasificación taxonómica. 

Reino: Animalia 

División: Nematoda 

Clase: Secernentea 

Orden: Tylenchida 

Familia:  Meloidogynidae 

Género:  Meloidogyne spp. 

Especie:  Meloidogyne incognita 

Nota. Obtenido de (Moens et al., 2009).  

Ciclo de vida de M. incognita 

El ciclo de vida tiene una duración de 1 a 2 meses, comprende cinco etapas: los 

huevos, juveniles (J1), adultos J2, J3 y J4 (Choi et al., 2017). Debido a la amplia 

variedad de plantas que les sirven como hospederos, son considerados los fitoparásitos 

que se propagan muy rápidamente (De Waele & Elsen, 2007).  

Una sola hembra adulta es capaz de producir entre 500 a 1000 huevos 

adheridos a las raíces de la planta (Jones & Goto, 2011). Dentro del huevo después de 

la embriogénesis, nacen los juveniles de la primera etapa (J1) y se mudan para formar 

los juveniles infecciosos de la segunda etapa (J2) que afectan a los tejidos de las 

raíces, en la tercera etapa (J3) se vuelven sedentarios y en la cuarta etapa (J4) se 
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convierten en adultos reproductores (Pulavarty et al., 2021).  

Figura 3 

Ciclo de vida de M. incognita.  

 

Nota. Obtenido de (Abad et al., 2008). 

Control biológico   

 Los controladores biológicos son agentes orgánicos que sirven para prevenir, 

mitigar y controlar las enfermedades provocadas por la actividad de un patógeno en un 

huésped (Jagessar, 2020). Dentro de estos se encuentran los extractos botánicos, los 

microorganismos fúngicos y bacterianos (Karunamoorthi et al., 2012), que además son 

interesantes por ser más inocuos y amigables con el medio ambiente (Soumare et al., 

2021).  
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Extractos botánicos 

Extracto de Canela (Cinnamomum zeylanicum)  

Cinnamomum zeylanicum, conocida popularmente como canela pertenece a la 

familia Lauraceae, es originaria de Sri Lanka y del sur de la India (Kumar et al., 2015), la 

canela contiene metabolitos secundarios como cinamaldehído, eugenol, ácido cinamato, 

ácido cumarico y alcohol cinamílico que presentan propiedades antioxidantes, 

antifúngicas, antimicrobianas, entre otras (Siripatrawan, 2016). 

Extracto de Clavo de olor (Syzygium aromaticum)  

Syzygium aromaticum conocido popularmente como Clavo de olor pertenece a 

la familia Myrtaceae es nativa de Indonesia (Mbaveng & Kuete, 2017), tiene una amplia 

gama de compuestos bioactivos como eugenol, β-cariofileno, eugenina y ácido 

oleanólico, y se ha reportado que posee propiedades antimicrobianas, antifúngicas, 

antibacterianas, antisépticas, antihistamínicas, antiinflamatorias, antioxidantes y 

anticancerígenas (Gao et al., 2021).   

Extracto de Quinua (Chenopodium quinoa)  

Chenopodium quinoa es parte de la familia de Amaranthaceae (Silva et al., 

2020), la quinoa contiene compuestos fitoquímicos como las saponinas, fitoesteroles, 

flavonoides, fenoles, polisacáridos, proteínas y péptidos bioactivos (Hernández-

Ledesma, 2019). Existen más de 30 tipos de saponinas distribuidas en toda la planta, 

estos compuestos son los que confieren el sabor amargo y se encuentran 

principalmente en la semilla (Silva et al., 2020) 
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Las hojas de quinoa son ricas en compuestos fenólicos que presentan 

propiedades antioxidantes y anticancerígenas (Silva et al., 2020), por otra parte, las 

semillas de quinoa tienen alto contenido de saponinas con propiedades biopesticidas 

(Guzman et al., 2015), actividad citotóxica antimicrobiana y antifúngica (Pereira et al., 

2020). 

Extracto de Neem (Azadirachta indica) 

Azadirachta indica es una planta medicinal perteneciente a la familia Meliaceae 

(Fong Lores et al., 2014), originaria de la India, Pakistán, Bangladesh y Nepal, tiene 

varios compuestos como flavonoides, catequinas, antocianinas, quercetinas, saponinas, 

taninos, limonoides, ácido gálico (Islas et al., 2020), nimbin, nimbidin y nimbolide 

(Alzohairy, 2016). Los compuestos del árbol de Neem brindan propiedades antipiréticas, 

antifúngicas, antihistamínicas, antisépticas, antiinflamatorios, antioxidantes, 

antibacterianas, antimicrobianas,  insecticidas y nematicidas (Islas et al., 2020).   

Extracto de Chocho (Lupinus mutabilis) 

Lupinus mutabilis también nombrado como chocho, es una planta leguminosa de 

la familia fabaceae, usada como fuente proteica en los alimentos y tiene un papel 

importante en la agricultura para el control de la erosión del del suelo (Gulisano et al., 

2019), contiene el mayor porcentaje de alcaloides y se cultiva en altitudes entre 2000 a 

3850 m sobre el nivel del mar en las zonas altoandinas (Cortés-Avendaño et al., 2020).  

Las semillas contienen alcaloides de quinolizidina (QA) que representan a un 

amplio grupo de metabolitos secundarios y se han identificado más de 170 QA en 

diferentes especies de Lupinus (Hama & Strobel, 2020). Son causantes de un sabor 

amargo, lo que provoca una toxicidad anticolinérgica contra patógenos y depredadores 

(Gulisano et al., 2019). 
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Hongos nematófagos 

 Los hongos nematófagos comprenden más de 700 especies que se clasifican 

en tres grupos principales: los hongos atrapadores de nemátodos o depredadores, los 

endoparásitos y los oportunistas u ovicidas (Soares et al., 2018). La capacidad de 

utilizar a los nematodos fitoparásitos como fuente adicional de nutrientes, la facilidad de 

crecimiento y adaptabilidad hacen a los hongos nematofagos buenos candidatos para el 

control biológico (Nordbring‐Hertz et al., 2006). 

Tabla 2 

Clasificación de los hongos nematófagos según su método de acción. 

Grupo Método de acción  

Atrapadores de 

nemátodos  

o depredadores 

 

Producen hifas que actúan como trampas, con las que, 

mediante un proceso mecánico / enzimático, se unen para 

inducir estructuras de captura y digerir larvas de nematodos 

fitoparásitos.  

Oportunista u ovicida Producen hifas llamadas trampas, con las que, mediante un 

proceso mecánico / enzimático parasitan y digieren huevos, 

quistes y hembras de nematodos fitoparásitos.  

Endoparásitos  Inmovilizan mediante esporas (conidios, zoosporas) estas que 

pueden adherirse a la cutícula del nematodo o ser ingeridas.  

Productor de toxinas Secretan toxinas que inmovilizan a los nematodos fitoparásitos, 

con posterior daño en la parte externa (cutícula) y completa 

colonización del huesped.  

Productores de 

dispositivos de ataque 

especiales 

Los dispositivos de ataque especiales son similares a una 

espada afilada y producen daño mecánico a la cutícula del 

nematodo, lo que resulta en la extravasación del contenido 

interno del nematodo fitoparásito.   

Nota. Obtenido de (Soares et al., 2018). 
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Género Purpureocillium 

Purpureocillium es un género de la familia Ophiocordycipitaceae con varias 

especies de importancia como P variotti, P. marquandii, P. javanicus, P. fumosoroseus, 

P. viridis y P. lilacinum (Shoff & Perfect, 2021) los cuales se han aislado de una amplia 

gama de hábitats, incluidos suelos, lodos de aguas residuales e insectos (Senthilkumar 

et al., 2020). 

Como agente biocontrolador algunas especies de Purpureocillium pueden 

producir antibióticos que muestra amplias acciones biológicas (actividades 

antipalúdicas, antivirales, antibacterianas, antifúngicas, antitumorales y fitotóxicas) 

((Ghorbanpour et al., 2018). Además, parasitan a una gran variedad de nematodos 

fitoparásitos, incluidos los nematodos agalladores, los nematodos excavadores, los 

nematodos quísticos, los nematodos lesionadores de raíces y los falsos nematodos 

agalladores (Arthurs & Dara, 2019). 

Género Trichothecium 

El género Trichothecium pertenece al orden Hipocreales, Algunas de las 

especies más destacados del género son T. polybrochum, T. cystosporium, T. pravicovi, 

T. luteum, T. parvum y T. roseum, morfológicamente poseen hifas hialinas, conidióforos 

y conidios bicelulares o septados con forma ovoide o elipsoidal (Sharma et al., 2014). 

Investigaciones demuestran que Trichothecium produce una serie de metabolitos 

secundarios, en que incluyen toxinas, antibióticos y otros compuestos biológicamente 

activos como los tricotecenos (Mostrom, 2015).  
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Género Trichoderma 

Las especies de Trichoderma spp. se pueden encontrar fácilmente en el medio 

ambiente, pero especialmente en los suelos ((AGRIOS, 2005). La capacidad de algunas 

especies de este género para producir enzimas, atacar o inhibir otros hongos ha atraído 

a varias áreas de investigación, incluido el control biológico de enfermedades de las 

plantas, estudios de control genético y manipulación en hongos filamentosos (Samuels, 

1996).   

Trichoderma produce gran cantidad de enzimas extracelulares, muchas de las 

cuales se aplican en biotecnología, siendo las más conocidas Trichoderma reesei, 

Trichoderma viride, Trichoderma atroviride, T. virens, Trichoderma harzianum, 

Trichoderma lignorum y Trichoderma longibrachiatum (Kunamneni et al., 2014), entre 

las enzimas producidas por las especies mencionadas están las quitinasas y proteasas 

que tienen potencial para el biocontrol de nematodos fitoparásitos (Kunamneni et al., 

2014).   

 Género Beauveria      

Beauveria sp. es un hongo filamentoso, perteneciente a la clase 

Deuteromycetes. Las especies importantes de este género son Beauveria bassiana, 

Beauveria brongniartii, Beauveria amorpha y Beauveria caledonica (Sinha et al., 2016). 

El género Beauveria afecta a un amplio rango de hospederos (más de 700 especies de 

insectos), por lo tanto, pertenece a los hongos entomopatógenos (Imoulan et al., 2017). 

Su mecanismo de infección combina presión mecánica y degradación de los 

componentes por acción de enzimas: proteasas, esterasas, lipasas y quitinasas, 
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también, pueden penetrar al huésped a través de mecanismo de presión (Hoddle & Van 

Driesche, 2009), una vez dentro del insecto el hongo aprovecha los nutrientes de la 

hemolinfa lo que favorece la proliferación y producción de toxinas que eventualmente 

matan a los insectos (Imoulan et al., 2017). 

Tabla 3  

Taxonomía de los hongos nematófagos 

N° Reino Clase Orden Familia Género 

1 Fungi Sordariomycetes Hypocreales Ophiocordycipi
taceae 

Purpureocillium 
spp. 

2 Fungi Sordariomycetes Hypocreales Incertae sedis Trichothecium 
spp.  

3 Fungi Hyphomycetes Moniliales Moniliaceae Trichoderma 
spp. 

4 Fungi Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae Beauveria spp. 

Nota. Descrito por 1. (Luangsa-Ard et al., 2011), 2. (Rifai & Cooke, 1966), 3. (Martínez 

et al., 2015)(Martínez et al., 2015), 4. (Imoulan et al., 2017). 
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Capítulo III 

Materiales 

Ubicación del Área de Investigación 

Ubicación Política 

País: Ecuador 

Provincia: Pichincha  

Cantón: Mejía 

Parroquia: Cutuglagua 

Sector: Panamericana sur, Km 1 

Ubicación Ecológica 

Zona de vida: Bosque muy húmedo Montano (bmhM) 

Altitud:  3058 msnm 

Temperatura:          11.37°C  

Precipitación:    1500 mm 

Humedad relativa:  83.62% 

Heliofanía:               850 horas luz año-1                                                             

Ubicación Geográfica 

La presente Investigación se realizó en la provincia de Pichincha, parroquia 

Cutuglagua, en las instalaciones de los Departamentos de Protección Vegetal, 

Biotecnología y Nutrición y Calidad en el Instituto Nacional de Investigaciones 

Agropecuarias (INIAP) - Estación Experimental Santa Catalina (EESC). Con el apoyo de 

los investigadores y tutores Ing. Cristina Tello e Ing. Pablo Llumiquinga. 

Latitud:                    00° 22' S. 
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Longitud:                 78° 33' W. 

Altitud:                     3058 m.  

Figura 4 

Mapa de ubicación geográfica de la investigación en INIAP-EESC. 

 

Nota. Obtenido de Google Maps. 

Materiales 

Los materiales necesarios para la ejecución del proyecto de investigación se 

describen en la tabla 4.  

Tabla 4  

Materiales, reactivos y equipos requeridos para el estudio. 

Muestras Insumos  Equipo Reactivos  

Aislamientos de 

Trichothecium sp.,  

Beauveria sp., 

Trichoderma sp. y 

Purpureocillium sp.  

Asa de siembra 

Bisturí 

Bandeja 

de incubación 

Embudo  

Autoclave tuttnauer 

Baño maría 

Balanza analitica 

shimadzu 

Cámara de flujo 

Ácido acético 

Ácido gálico  

Ácido láctico  

Ácido sulfúrico 

ADE 
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Muestras Insumos  Equipo Reactivos  

Plantas de tomate 

riñón 

Corteza de Canela  

Hojas de Neem  

Flores de Clavo de    

olor 

Semillas de Chocho 

Semillas de Quinoa 

Semillas de Neem 

 

 

Frascos 

de vidrio 

Filtro millipore 

Gasas estériles 

Matraz de 

Erlenmeyer 

Matraz de aforo  

Mechero de 

alcohol 

Microplacas 

Minibola 

mezcladora 

Mortero 

Micropipetas 

boeco 

Papel Whatman  

N° 1 

Papel filtro 

Papel aluminio 

Pipeta Pasteur 

Pipetas 1 a 100 uL 

Placas de Petri 

Placas de 

cultivo celular  

Placas de 

cultivo celular  

Placa de vidrio 

con cavidades 

Recipientes de 

plástico  

Tamiz de 25 um 

Tamiz de 74 um 

laminar Biobase 

Cámara de 

Neubauer Marienfeld 

Computador LG 

Centrífuga SIGMA 

Concentrador de 

ADN 

Labconco 

Estereomicroscopio 

Equipo de 

Electroforesis   

MS major science 

Espectrofotómetro 

Shimadzu y de 

microplacas Epoch 

Extractor de 

compuestos activos 

Armfield y Licuadora 

Homogenizador 

FastPrep-24 

Incubadora incucell 

Microscopio óptico 

olympus 

Microscopio invertido 

ZEISS  

Microestufa Blue 

Molino mezclador 

MM 200 

Plancha de 

calentamiento y 

agitación cole 

parmer 

Alcohol potable 

Carbonato de sodio 

Cloruro de aluminio 

EDTA 

Etanol 

Estreptomicina 

Fenol-Cloroformo 

Folin & Ciocalteu's 

Hipoclorito de sodio 

Hidróxido de sodio 

Medio PDA 

Metanol 

NaCl 

Nitrito de Sodio 

RNasa 

Reactivo de Mayer 

SDS 

Tris-HCL  
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Muestras Insumos  Equipo Reactivos  

Tubos de ensayo 

Tubos Falcon 

Tubos 

Eppendorf 

Vasos de 

precipitación  

Rotavapor JP 

selecta 

Refrigeradora  

Termobloque 

 BATH ALB64 

Termociclador 

SimpliAmp 

Ultrasonido 

Vortex MIXER 
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Capítulo IV 

Fase 1: Identificación molecular de las cepas de hongos nematófagos para el 

control de M. incognita 

El interés sobre los hongos nematofagos ha ido incrementando debido a los 

avances y aplicaciones en el control biológico. Los análisis moleculares han permitido 

entender de mejor manera la función de estos hongos en base a su taxonomía, por ello, 

se realizó la identificación de molecular de los aislados de hongos, proporcionados por 

el departamento de fitopatología del Instituto Nacional de Investigaciones 

Agropecuarias-INIAP-Estación Experimental Santa Catalina.  

Metodología 

Multiplicación de hongos nematófagos 

En un frasco de vidrio se agregó 39 g de PDA comercial y 1 L de dH20, se 

autoclavó por 15 min a 121°C. Luego, se agregaron 40 gotas de ácido lático al medio 

autoclavado y se dispensó en placas de Petri dentro de la cámara de flujo laminar. 

Después, con una pipeta Pasteur se realizaron discos de 5 mm2  en el micelio de los 

cinco aislamientos de hongos nematófagos que fueron: H1 (Purpureocillium sp.), H2 

(Purpureocillium sp.), H3 (Trichothecium sp.), H4 (Trichoderma sp.) y H5 (Beauveria 

sp.). Posteriormente, se colocó un disco del micelio en el centro de las placas de Petri 

con el medio PDA y se incubaron por 10 días a 23 °C. 

Extracción de ADN 

El procedimiento de extracción de los cinco aislamientos de hongos 

nematófagos, se realizó según la metodología descrita por Płaza et al. (2004). Por lo 

cual, se agregó 500 mg de micelio en tubos Eppendorf más 6 minibolas mezcladoras y 



40  

500 μl del buffer de extracción (tabla 5). Luego, se colocaron en el molino mezclador 

por 10 min y se centrifugó a 13000 rpm por 11 min, el sobrenadante se transfirió a 

nuevos tubos sobre hielo y se añadió fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1).  

Después, se mezcló con vortex y se centrifugó a 13000 rpm por 10 min, el 

sobrenadante se colocó en nuevos tubos. Luego, se agregó cloroformo/alcohol 

isoamílico (24:1), se agitó con vórtex y se centrifugó a 13000 rpm por 10 min. Se 

recogió el sobrenadante y se añadieron 1200 uL de isopropanol frío a -20 °C por 1 h. 

Posteriormente, se centrifugó a 13000 rpm por 10 min., se descartó el sobrenadante y 

se lavaron los pellets de ADN con 1 mL de etanol al 70% dos veces, se colocó en el 

concentrador de ADN por 30 min a 37 °C y se añadió 100 μl de TE. Finalmente, se 

añadió 2 μl de RNasa a los tubos Eppendorf y se incubó en el termobloque por 30 

minutos. 

Tabla 5 

Composición del tampón de extracción para volumen final de 100 mL 

Soluciones Stock/reactivos Cantidad  Concentración final 

Tris HCl pH 8 (1M) 

NaCl (5M) 

EDTA pH 8 (0.5M) 

SDS 

ADE 

20 mL 

5 mL 

5 mL 

5 g 

Aforado hasta 100 mL 

200mM 

250mM 

25mM 

0.5% 

Nota. Obtenido de (Płaza et al., 2004). 

Cuantificación 

La concentración en ng/uL de las cinco muestras de ADN extraído, se cuantificó 

con el espectrofotómetro de microplacas Epoch y en el programa Gen 5. Se tomó una 
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alícuota de 2 uL de la muestra en blanco (agua UP). Luego, se tomó 2 uL de cada una 

de las muestras de ADN extraídas.  

Amplificación de la región ITS 

Las cinco muestras de ADN de los hongos, fueron diluidas a 20 ng/uL con ADE 

para ser validadas con los primers ITS1/ITS4. Luego, se realizó una PCR convencional 

de las muestras (tabla 6 y 7), con el control negativo (ADE) y positivo (ADN de Fusarium 

sp.) y se amplificó con el programa descrito en la tabla 8.  

Tabla 6 

Reactivos y concentraciones utilizadas en la PCR 

Compuestos de la PCR Concentración Final Volumen final  1rx 

Agua UP 

Buffer PCR 

MgCl2 

dNTPs 

Primer ITS1   

Primer ITS4   

Taq Polimerasa 

ADN  (ng/uL) 

- 

0,5 x 

1,5 mM 

0,1 mM 

0,4 uM 

0,4 uM 

0,1 U/uL 

1 uL 

15,00 uL 

2,50 uL 

1,50 uL 

0,50 uL 

2,00 uL 

2,00 uL 

0,50 uL 

1 uL 

Nota. Total de la reacción es de 25 uL, obtenido de (Morillo & Miño, 2011). 

Tabla 7 

Secuencias de los primers ITS. 

Primer Secuencia 

ITS1   

ITS4   

5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’ 

5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’ 
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Nota. Obtenido de (White et al., 1990). 

Tabla 8 

Programa térmico para la validación de ADN. 

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 

Desnaturalización 

Hibridación 

Extensión 

Extensión final 

Mantenimiento 

95°C 

94°C 

55°C 

72°C 

70°C 

4°C 

5 min 

1 min 

2 min 

1 min 

10 min 

5 min 

1  

 

35  

 

1  

1  

Nota. Obtenido de (Morillo & Miño, 2011). 

Electroforesis del producto PCR  

Se realizó la electroforesis según la metodología descrita por Morillo & Miño ( 

2011). Primero, se preparó un gel de agarosa al 1,5 % y se colocó en inmersión con 

TAE 1x en la cubeta de electroforesis. Luego, se agregó 5 ul del marcador de peso 

molecular TrackIt™ 1 Kb Plus DNA Ladder en el primer pocillo y 5 ul de los productos 

PCR en los siguientes pocillos. Después, se corrió la cámara de electroforesis a 100 W 

por 40 minutos y se visualizó el gel en el fotodocumentador.  

Análisis de secuencias   

Los productos PCR amplificados, se enviaron a secuenciar en Macrogen CES 

(Secuenciación de Sanger) como un servicio externo. Luego, los resultados de las 

secuencias se analizaron en los programas bioinformáticos de Chromas 2.6.6, MEGA 

11, BioEdit 7.2 y en la base de datos BLAST del sitio web NCB (Madden et al., 1996). 
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Resultados y discusión 

Cuantificación de ADN 

Los niveles de absorbancia demostraron la calidad de la extracción de las 

muestras de ADN que se obtuvieron en los cinco aislamientos (Tabla 9). En el género 

Trichoderma sp. se obtuvo un valor de 1,7 lo que determina una pureza aceptable, 

mientras que los demás géneros se encontraron en un rango de 1.8-2.1, que 

corresponde a una pureza óptima (Bancoadn, 2020). 

Tabla 9 

Datos obtenidos en la cuantificación de ADN. 

Muestra Género Absorbancia (260/280) Concentración (ng/µL) 

H1 Purpureocillium sp. 1,946 78,832 

H2 Purpureocillium sp. 1,857 44,454 

H3 Trichothecium sp. 2,037 61,455 

H4 Trichoderma sp. 1,747 67,331 

H5 Beauveria sp. 1,948 348,707 

 

Amplificación de las regiones ITS1-ITS4 

Los amplicones (figura 5), demostraron la efectividad de la PCR con el ADN de 

los hongos nematófagos y los primers universales ITS1 (forward) e ITS4 (reverse), ya 

que se presentaron bandas bien definidas con un tamaño de fragmento molecular de 

500 a 650 pb para el control positivo y los cinco aislamientos.  
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Figura 5 

Visualización en el gel de agarosa al 1,5% del producto PCR amplificado.  

 

Nota. M: Marcador de peso molecular; C(-): Control negativo; C(+): Control positivo 

(ADN de Fusarium sp.); H1: Primer aislamiento de Purpureocillium sp.; H2: Segundo 

aislamiento de Purpureocillium sp.; H3: Trichothecium sp.; H4: Trichoderma sp.; H5: 

Beauveria sp. 

Los aislamientos fúngicos que se identificaron genéticamente con las regiones 

ITS del ADN ribosomal evidenciaron en la amplificación por PCR, un tamaño de 

fragmento aproximado de 500 a 600 pb. Por lo cual, el resultado del control negativo 

demostró que no existió contaminación en las muestras y el control positivo presentó 

similitud con el estudio realizado por Zarrin et al. (2016), en el que reportaron bandas 

con un tamaño molecular de 550 pb para 50 cepas aisladas del género Fusarium spp.  

Los aislamientos identificados como Purpureocillium lilacinum (H1 y H2), 

concuerdan con la investigación realizada por Sun et al. (2020), en la que obtuvieron un 

tamaño molecular que oscila entre 535 a 543 pb en distintos aislados de esta especie, 

mientras que el aislamiento Trichothecium roseum (H3), coincidió con la investigación 
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de Raya-pérez et al. (2018), en el que determinaron un tamaño molecular de 600 pb en 

distintos aislados del hongo. 

 El aislamiento de Trichoderma virens (H4) presentó similitud con en el estudio 

realizado por Masaquiza Chango (2019), en el que obtuvo un tamaño molecular de 600 

pb para un aislado de la especie mencionada. Finalmente, el aislamiento Beauveria 

bassiana (H5) demostró concordancia con la investigación realizada por Gebremariam 

et al. (2021) en el cual identificaron 4 aislados con un tamaño molecular de 545 pb  

Identificación Molecular 

El análisis de las secuencias para los cinco aislamientos, a partir de las regiones 

ITS con el programa bioinformático BLAST se muestran en la tabla 10. En el cual, los 

hongos con un porcentaje de identidad menor al 97% son poco confiables ya que no se 

asegura que la especie sea la indicada, es posible que sea una nueva especie que no 

está aún descrita en la base de datos (Ozkan & Ahmet, 2016). 

Tabla 10 

Asignación de identidades moleculares de los hongos. 

Aislamientos Especies identificadas Identidad (%) Accesión   

H1 Purpureocillium lilacinum 97,61 % MF996811.1 

H2 Purpureocillium lilacinum 97.88% KY495192.1 

H3 T. roseum 99.72% MT093263.1 

H4 T. virens 99.74% LC500602.1 

H5 Beauveria bassiana  97.95% OK331343.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF996811.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=Z5YAYWDV013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY495192.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZGMNSN1C013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT093263.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=ZGRVN4AE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC500602.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Z5YXVZMR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK331343.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZGK0VNMD01R
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Purpureocillium lilacinum ha sido ampliamente utilizada como un agente de 

control biológico para nematodos fitoparásitos (Prasad et al., 2015), con gran potencial 

para disminuir la infección causada por M. incognita en los cultivos (Chen & Hu, 2022). 

Según, Kiewnick et al. (2006) una de las cepas denominada PL251, fue registrada como 

un nematicida biológico en Estados Unidos. 

Según Zhang et al. (2010), la cepa LZ93 de Maytenus hookeri que pertenece a 

la Trichothecium roseum, se ha reportado que antagoniza a otros hongos fitopatógenos 

in vitro. Además, algunas investigaciones han descrito a Trichoderma virens, actúa 

como biocontrolador de fitopatógenos y fitoparásitos en la agricultura (Du et al., 2020) y 

que tiene actividad antagonista en plantas infectadas con M. incognita (Espinoza et al., 

2015). 

B. bassiana es una especie de hongo entomopatógeno, capaz de vivir como 

saprófito y endófito (Tartanus et al., 2021), con gran importancia para el control biológico 

porque actúa como enemigo natural contra insectos y fitoparásitos (W. Zhang et al., 

2016). Según Youssef et al. (2020), puede tener más de un solo metabolito bioactivo con 

actividad nematicida, lo que provoca compuestos nematotóxicos en los fitoparásitos.  
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Capítulo V 

Fase 2: Evaluación de la interacción entre extractos botánicos y hongos 

nematófagos en condiciones in vitro. 

Se analizó el efecto de los extractos botánicos de canela, chocho, clavo de olor, 

quinoa y neem con diferentes diluciones (1%, 5% y 10%), en el crecimiento micelial y 

esporulación de los hongos nematofagos, el porcentaje de inhición se evaluó a los 7 

días, mientras que la esporulación a los 14, adicionalmente se realizó un análisis 

fitoquímico de los extractos botánicos. 

Metodología 

Obtención de extractos botánicos  

a. Extracto de Clavo de Olor y Canela 

En el equipo extractor de compuestos activos Armfield, se colocó  765 g de flores 

de clavo de olor molidas con Etanol: dH2O (1:1) y 687 g de corteza de la canela molidas 

con Metanol: dH2O (1:1)  durante 5 ciclos a 30°C por 2 h. Después se colocaron en el 

rotavapor a 80°C y los extractos se almacenaron a 4°C (INIAP, 2021). 

b. Extracto de Chocho 

En el equipo extractor de compuestos activos Armfield, se colocó 1070 g de la 

semilla de chocho molido con 6 L de dH2O, durante 5 ciclos a 30°C por 2 h y el extracto 

se guardó a -20°C (INIAP, 2021). 

c. Extracto de Quinoa 
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En un frasco de vidrio se añadieron 500 mg de semillas molidas de quinoa con 

1250 mL de dH2O, se agitó por 4 h, se dejó reposar por 8 h y se filtró. Luego, se 

agregaron 500 mL de dH2O al extracto filtrado, se centrifugó a 4000 rpm por. 20 min y 

el sobrenadante se almacenó a -20°C (Prado, 2018).   

d. Extracto de Neem 

Las semillas de Neem descortezadas se colocaron a la estufa a 60 °C por 48 h, 

se licuaron y se colocaron en fundas de papel filtros sellados. Luego, se sumergieron en 

una solución de hexano por 24 h y se dejó secar por 48 h a temperatura ambiente. Se  

sumergieron en una solución de Acetona: Etanol: Metanol (1:1:1) por 24 h y la mezcla 

se colocó en el rotavapor a 80°C  (López-Pantoja et al., 2007).También, se realizó otra 

extracción en un frasco de vidrio donde se colocó 10 g de hojas secas de Neem molidas 

con 1000 mL de agua, se agitó la mezcla por 24 h y se filtró (Cruz Fernandez & 

Sánchez, 2004). Los extractos obtenidos se almacenaron a 4°C.  

Análisis de compuestos fitoquímicos de los extractos botánicos 

Procedimientos realizados según los protocolos del Laboratorio de Nutrición y 

Calidad (INIAP, 2021). 

a. Alcaloides 

En una placa de vidrio con cavidades, se colocaron 1000 ul del extracto botánico 

(canela, clavo de olor, quinua, chocho o neem) y 1000 ul del reactivo de Mayer. Luego, 

se esperó 5 minutos y la formación de un precipitado blanco amarillento indicó que la 

muestra era positiva para alcaloides. 
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b. Lupaninas 

En un vaso de precipitación, se colocaron 10 mL del extracto de chocho, se 

añadió 3 gotas de fenolftaleína, luego se tituló con NaOH a 0,1 N, se reemplazaron los 

datos del volumen en la siguiente fórmula:  

  𝑃𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑗𝑒 (𝑃/𝑉) =
𝑉(𝑚𝐿)∗𝑜.1(𝐸𝑞/𝑔)∗𝑃𝑚(𝑔)∗1𝐿

1𝐿∗𝑉𝑚∗1000𝑚𝑙
 

Donde:  

V= Volumen utilizado de NaOH a 0,1 N 

Pm: Peso de la muestra 

Vm= Volumen muestra 

 

𝐴𝑙𝑐𝑎𝑙𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑒𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑒𝑛 𝑙𝑢𝑝𝑎𝑛𝑖𝑛𝑎𝑠 =
𝑉(𝑚𝐿)∗𝑜.1(𝐸𝑞/𝑔)∗𝑃𝑚(𝑔)∗1𝐿 

1𝐿∗𝑃𝑖(𝑔)∗1000𝑚𝑙
*100 

Donde: 

V= Volumen utilizado de NaOH a 0,1 N 

Pm: Peso de la muestra 

Pi= Peso de la muestra inicial 

c. Polifenoles  

En un tubo de ensayo, se colocó 1 mL del extracto botánico (clavo de olor o 

canela) diluido con dH2O y 6 mL de dH2O. Luego, se agregó 1 mL de Folin & 

Ciocalteu's, se agitó y se dejó reposar por 3 min. Después, se agregó 2 mL de la 

solución de Carbonato de sodio al 20% y se agitó. Posteriormente, se colocó el tubo de 

ensayo en baño María por 2 min y se midió la absorbancia de la solución a 760 nm. Se 

obtuvieron los datos con la curva estandarizada de ácido gálico y se reemplazaron en la 

siguiente fórmula:  
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𝑚𝑔. á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑔á𝑙𝑖𝑐𝑜/𝑔. 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑚𝑔 𝐴𝐺𝐸/𝑔) =
𝐿𝑅(𝑚𝑔/𝐿) ∗ 𝑉𝑡 (𝐿) ∗ 𝐹𝐷

𝑃𝑚 (𝑔)
 

Donde:  

LR= Lectura de regresión  

Vt= Volumen total 

Pm= Peso de la muestra 

FD= Factor de dilución 

d. Flavonoides 

En un tubo de ensayo, se colocó 1 mL del extracto de neem diluido con dH2O y 

4 mL de dH2O. Luego, se agregó 300 uL de la solución de nitrito de sodio al 5%, se 

agitó y se dejó reposar por 5 min. Después, se agregó 300 uL de la solución de cloruro 

de aluminio al 10%, se agitó y se dejó reposar por 5 min. Posteriormente, se colocó 2 

mL de hidróxido de sodio 1 N y  2,4 mL de dH2O, se realizó un vortex por 2 min.  

Finalmente, se midió la absorbancia de la solución a 490 nm y se expresaron los datos 

como mg catequina/g (mg CAE/g), por la interpolación de la absorbancia obtenida en la 

curva de calibración de Flavonoides.  

e. Saponinas 

En un matraz de aforo, se colocó 1 mL del extracto de quinua y se aforo con 

dH20 a 25 mL. Luego, en cinco tubos de ensayo se colocaron 250 uL del extracto 

diluido y se agregó 1 mL de la solución ácido acético: ácido sulfúrico (1:1). Se agitaron y 

se pusieron a baño María a 60 ºC por 30 minutos. Después, se midió la absorbancia a 

528 nm y se obtuvieron los datos según la curva estándar de Saponinas. 
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Prueba de compatibilidad 

En la cámara de flujo laminar, se filtraron los extractos botánicos con papel  

Whatman N° 1 y en matraces Erlenmeyer se colocaron las diluciones de los extractos al 

10%, 5% y 1% con el medio de cultivo PDA autoclavado, se mezcló y se dispensó en 

placas de Petri. Luego, se realizó según el método de Racines et al., (2019), con la 

pipeta Pasteur se hicieron discos de 5 mm2 en el micelio de cada hongo nematófago y 

se colocaron en el centro de las placas de Petri dispensadas con el medio PDA más el 

extracto. Después, se realizaron controles sin extracto y se incubaron a 21 ºC por 14 

días.  

Diseño experimental 

Se realizó un diseño experimental completamente al alzar (AxBxC+1) con 5 

niveles en los factores A y B, 3 niveles en el factor C que se muestra en la tabla 11 y un 

testigo.  

Tabla 11 

Factores y niveles a evaluar en la fase 2 

Hongos nematófagos (A) Extractos botánicos (B) Diluciones (C)  

a1. Purpureocillium  lilacinum 

a2. Purpureocillium  lilacinum 

a3. T. roseum 

a4. T. virens 

a5. Beauveria bassiana 

b1. Extracto de canela  

b2. Extracto de clavo de olor  

b3. Extracto de Quinoa 

b4. Extracto de neem 

b5. Extracto de Chocho 

c1. Dilución al 10% 

c2. Dilución al 5% 

c3. Dilución al 1% 

 

 

 

Tratamientos a comprobar 

Se realizaron 5 observaciones para cada uno de los tratamientos (tabla 12).  
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Tabla 12 

Tratamientos para evaluar interacciones de compatibilidad entre extractos botánicos y 

hongos nematófagos condiciones in vitro 

Nº  Tratamientos Descripción 

T1 a1b1c1 P.  lilacinum + Canela + Dilución 10% 

T2 a1b1c2 P.  lilacinum  + Canela + Dilución 5% 

T3 a1b1c3 P.  lilacinum + Canela + Dilución 1% 

T4 a1b2c1 P.  lilacinum + Clavo de Olor + Dilución 10% 

T5 a1b2c2 P.  lilacinum + Clavo de Olor + Dilución 5% 

T6 a1b2c3 P.  lilacinum + Clavo de Olor + Dilución 1% 

T7 a1b3c1 P.  lilacinum + Quinoa + Dilución 10% 

T8 a1b3c2 P.  lilacinum + Quinoa + Dilución 5% 

T9 a1b3c3 P.  lilacinum + Quinoa + Dilución 1% 

T10 a1b4c1 P.  lilacinum + Neem + Dilución 10% 

T11 a1b4c2 P.  lilacinum + Neem + Dilución 5% 

T12 a1b4c3 P.  lilacinum + Neem + Dilución 1% 

T13 a1b5c1 P.  lilacinum + Chocho + Dilución 10% 

T14 a1b5c2 P.  lilacinum + Chocho + Dilución 5% 

T15 a1b5c3 P.  lilacinum + Chocho + Dilución 1% 

T16 a1c0 P.  lilacinum + Co Control 

T17 a2b1c1 P.  lilacinum + Canela + Dilución 10% 

T18 a2b1c2 P.  lilacinum + Canela + Dilución 5% 

T19 a2b1c3 P.  lilacinum + Canela + Dilución 1% 

T20 a2b2c1 P.  lilacinum + Clavo de Olor + Dilución 10% 

T21 a2b2c2 P.  lilacinum + Clavo de Olor + Dilución 5% 

T22 a2b2c3 P.  lilacinum + Clavo de Olor + Dilución 1% 

T23 a2b3c1 P.  lilacinum + Quinoa + Dilución 10% 

T24 a2b3c2 P.  lilacinum + Quinoa + Dilución 5% 
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Nº  Tratamientos Descripción 

T25 a2b3c3 P.  lilacinum + Quinoa + Dilución 1% 

T26 a2b4c1 P.  lilacinum + Neem + Dilución 10% 

T27 a2b4c2 P.  lilacinum + Neem + Dilución 5% 

T28 a2b4c3 P.  lilacinum + Neem + Dilución 1% 

T29 a2b5c1 P.  lilacinum + Chocho + Dilución 10% 

T30 a2b5c2 P.  lilacinum + Chocho + Dilución 5% 

T31 a2b5c3 P.  lilacinum + Chocho + Dilución 1% 

T32 a2c0 P.  lilacinum + Co Control 

T33 a3b1c1 T. roseum + Canela + Dilución 10% 

T34 a3b1c2 T. roseum + Canela + Dilución 5% 

T35 a3b1c3 T. roseum + Canela + Dilución 1% 

T36 a3b2c1 T. roseum + Clavo de Olor + Dilución 10% 

T37 a3b2c2 T. roseum + Clavo de Olor + Dilución 5% 

T38 a3b2c3 T. roseum + Clavo de Olor + Dilución 1% 

T39 a3b3c1 T. roseum + Quinoa + Dilución 10% 

T40 a3b3c2 T. roseum + Quinoa + Dilución 5% 

T41 a3b3c3 T. roseum + Quinoa + Dilución 1% 

T42 a3b4c1 T. roseum + Neem + Dilución 10% 

T43 a3b4c2 T. roseum + Neem + Dilución 5% 

T44 a3b4c3 T. roseum + Neem+ Dilución 1% 

T45 a3b5c1 T. roseum + Chocho + Dilución 10% 

T46 a3b5c2 T. roseum + Chocho + Dilución 5% 

T47 a3b5c3 T. roseum + Chocho + Dilución 1% 

T49 a3co T. roseum + Control 

T50 a4b1c1 T. virens + Canela + Dilución 10% 

T51 a4b1c2 T. virens + Canela + Dilución 5% 

T52 a4b1c3 T. virens + Canela + Dilución 1% 
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Nº  Tratamientos Descripción 

T53 a4b2c1 T. virens + Clavo de Olor + Dilución 10% 

T54 a4b2c2 T. virens + Clavo de Olor + Dilución 5% 

T55 a4b2c3 T. virens + Clavo de Olor + Dilución 1% 

T56 a4b3c1 T. virens + Quinoa + Dilución 10% 

T57 a4b3c2 T. virens + Quinoa + Dilución 5% 

T58 a4b3c3 T. virens + Quinoa + Dilución 1% 

T59 a4b4c1 T. virens + Neem + Dilución 10% 

T60 a4b4c2 T. virens + Neem + Dilución 5% 

T61 a4b4c3 T. virens + Neem+ Dilución 1% 

T62 a4b5c1 T. virens + Chocho + Dilución 10% 

T63 a4b5c2 T. virens + Chocho + Dilución 5% 

T64 a4b5c3 T. virens + Chocho + Dilución 1% 

T65 a4co T. virens + Co Control 

T66 a5b1c1 B. bassiana  + Canela + Dilución 10% 

T67 a5b1c2 B. bassiana  + Canela + Dilución 5% 

T68 a5b1c3 B. bassiana  + Canela + Dilución 1% 

T69 a5b2c1 B. bassiana  + Clavo de Olor + Dilución 10% 

T70 a5b2c2 B. bassiana + Clavo de Olor + Dilución 5% 

T71 a5b2c3 B. bassiana + Clavo de Olor + Dilución 1% 

T72 a5b3c1 B. bassiana + Quinoa + Dilución 10% 

T73 a5b3c2 B. bassiana + Quinoa + Dilución 5% 

T74 a5b3c3 B. bassiana + Quinoa + Dilución 1% 

T75 a5b4c1 B. bassiana + Neem + Dilución 10% 

T76 a5b4c2 B. bassiana + Neem + Dilución 5% 

T77 a5b4c3 B. bassiana  + Neem+ Dilución 1% 

T78 a5b5c1 B. bassiana  + Chocho + Dilución 10% 

T79 a5b5c2 B. bassiana  + Chocho + Dilución 5% 
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Nº  Tratamientos Descripción 

T80 a5b5c3 B. bassiana + Chocho + Dilución 1% 

T81 a5co B. bassiana + Control 

 

Unidades experimentales 

La unidad experimental consistió en una placa de Petri de 9 cm con medio de 

cultivo PDA, en las cuales se evaluó la interacción entre los factores. 

Tipo de diseño  

Se aplicó un diseño completamente al azar con arreglo factorial 5x5x3+1 con 81 

tratamientos y 5 observaciones. 

Análisis estadístico 

Se analizaron los supuestos de normalidad mediante la prueba de Kolmogorov-

Smirnov al 5%. Las variables que cumplieron estos supuestos, fueron tratados con un 

análisis de varianza (ANOVA) al 5%, caso contrario se trataron con una prueba de 

Kruskal-Wallis al 5%. El análisis se realizó con el software estadístico R 3.3.1. 

Análisis de Compatibilidad  

Tabla 13 

Esquema del análisis de varianza para evaluar la compatibilidad entre 

extractos botánicos y hongos nematófagos. 

FUENTES DE VARIACIÓN GRADOS DE LIBERTAD 

Tratamientos   80 

Observaciones 4 

Hongos nematófagos    4 

Extractos botánicos       4 
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FUENTES DE VARIACIÓN GRADOS DE LIBERTAD 

Diluciones de extractos         2 

Hongo x Extracto x Diluciones 32 

Testigo (Control) 
 
Error (b) 

1 
 

247 

TOTAL 374 

 

Variables a evaluar  

Efectos de inhibición 

El crecimiento radial del micelio en las placas de Petri con los tratamientos, se 

midió a los 7 días. Después, se calculó el porcentaje de inhibición comparado con los 

controles, con la fórmula descrita por Vincent, (1947): 

I=((C-T)*100 /C) 

Donde:  

I= Porcentaje de inhibición. 

C= Crecimiento radial del micelio en tratamiento control (cm). 

T= Crecimiento radial del micelio del tratamiento (cm). 

Capacidad de esporulación 

A los 14 días, en tubos Eppendorf se colocó 1 mL de ADE y un disco de 5 mm2  

del micelio según cada tratamiento. Luego, se realizó vortex por 3 min y se contabilizó el 

número de conidias con la cámara de Neubauer. Después, se calculó la capacidad de 

esporulación con la fórmula ajustada de Gómez et al. (2014): 

Concentración de conidios = X*10000*16*FD 

Donde: 

X= Promedio de las 20 lecturas por área de conteo. 
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FD= Factor de dilución. 

10000 y 16= Constantes para cuadrantes laterales. 

Resultados y discusión  

Análisis de compuestos fitoquímicos de los extractos botánicos 

Los extractos botánicos que reaccionaron con el reactivo Mayer para determinar 

la presencia de alcaloides fueron quinua, neem y chocho (tabla 14). En la tabla 15 se 

observa que la concentración más alta de polifenoles totales expresados en ácido gálico 

es clavo de olor (7,3 mg AGE/g), en comparación con el extracto de canela y la 

concentración de flavonoides del extracto de Neem fue de 106,77 mg CAE/L. En la tabla 

16 se presenta el porcentaje de alcaloides totales expresados en lupaninas y saponinas.  

Tabla 14 

Determinación de alcaloides por colorimetría. 

Tipo de extracto Reactivo Mayer 

Canela  (-) Precipitado café 

Clavo de Olor (-) Precipitado café 

Quinua (+)  Precipitado blanco amarillento.  

Neem 
 

Chocho 

(+) Precipitado blanco amarillento. 
 
(+) Precipitado blanco amarillento.  

 

Tabla 15 

Determinación de la concentración de polifenoles y flavonoides por espectrofotometría. 

Tipo de extracto Compuestos activos Concentración  

Canela Polifenoles 6,38 mg AGE/g 

Clavo de Olor Polifenoles 7,3 mg AGE/g 
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Tipo de extracto Compuestos activos Concentración  

Neem Flavonoides 106,77 mg CAE/L 

 

Tabla 16 

Determinación del porcentaje de Lupaninas y Saponinas. 

Tipo de extracto Compuestos activos Porcentaje  

Chocho  Lupanina 1,49 %  

Quinua Saponina 0, 41 % 

 

Efectos de inhibición 

Los extractos botánicos de canela (b1), clavo de olor (b2) y neem (b4) inhiben el 

crecimiento micelial de los hongos nematofagos (a1, a2, a3, a4 y a5), principalmente en 

las diluciones del 10 y 5% (c1,c2), mientras que, las diluciones del 1% (c3) se asemejan 

a los controles (c4). Sin embargo, en los extractos de quinua (b3) y chocho (b5) para 

todas sus diluciones se pudo observar que no produjeron efectos inhibitorios a 

excepción del hongo Trichothecium (a3) (figuras 6 y 7). 

Figura 6 

Crecimiento radial de los hongos nematofagos.  

            

   

a1b1    a1b2     a1b3      a1b4       a1b5 a2b1    a2b2     a2b3      a2b4       a2b5 

c1 

 

c2 

 

c3 

 

c4 
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Nota. Efectos de inhibición en el crecimiento radial de los hongos nematofagos frente a 

diferentes diluciones de extractos botánicos a los 7 días. 

En la figura 6, se visualiza que el extracto de neem y clavo de olor 

principalmente al 10% presentó mayor inhibición a diferencia del extracto de quinoa que 

no mostró inhibición en las diluciones del 1% y 5%, también, es evidente que el 

crecimiento de los hongos en el extracto de quinua no se ve afectado, esto puede 

deberse al contenido de macro y micronutrientes que son característicos del extracto de 

quinoa (Velázquez-Mendoza et al., 2017), aunque se conoce que algunos derivados de 

saponina más hidrófobos reaccionan fácilmente con las membranas celulares y mejoran  

la actividad biológica de los hongos (Sun et al., 2019). 

  a3b1       a3b2       a3b3    a3b4    a3b5   a4b1    a4b2     a4b3      a4b4       a4b5 

c1 
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Figura 7 

Efectos de inhibición de los hongos nematofagos.  

 

Nota. Se puede visualizar que a mayor concentración del extracto el porcentaje de 

inhibición es alto a excepción del extracto de quinua en todos los hongos y el extracto 

de chocho en a2. P. lilacinum. 

Porcentaje de inhibición 

El valor que se obtuvo en la prueba de Kolmogorov-Smirnov al 5% fue de 2.2e-

16 lo que demuestra que no existe normalidad en los datos, con lo que se concluye que, 

no se cumplieron los supuestos de homocedasticidad. Además, en los resultados del 

análisis de Kruskal-Wallis al 5% de la tabla 17, demostraron que existió diferencia 

significativa para las interacciones (A*C) (Hongos nematofagos* Diluciones de los 

extractos botánicos).  
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Tabla 17 

Evaluación de los tratamientos por Kruskal-Wallis al 5%. 

Hongo Diluciones de los 
extractos 

Chisq P-valor 

a1: P. lilacinum 10% 23.53 9.90E-05 

a1: P. lilacinum 5% 23.25 1.13E-04 

a1: P. lilacinum 1% 23.10 1.21E-04  

a2: P. lilacinum 10% 23.67 9.29E-05 

a2: P. lilacinum 5% 23.46 1.02E-04 

a2: P. lilacinum 1% 22.36 1.70E-04 

a3: T. roseum 10% 23.63 1.44E-04 

a3: T. roseum 5% 23.42 1.04E-04  

a3: T. roseum 1% 23.64 9.40E-05 

a4: T. virens 10% 23.77 8.86E-05 

a4: T. virens 5% 23.69 9.18E-05 

a4: T. virens 1% 23.65 9.34E-05 

a5: B. bassiana  10% 23.18 1.16E-04 

a5: B. bassiana  5% 23.50 1.00E-04 

a5: B. bassiana  1% 22.16 1.86E-04 

 

En la figura 8, se indican los resultados del porcentaje de inhibición con los 

grupos independientes en las interacciones de los hongos nematofagos con las 

diluciones de los extractos botánicos (A*B*C), en la cual se obtuvo un valor más alto en 

el grupo A (a1b4c1, a2b4c1, a3b4c1) correspondientes a los tratamientos T10 (P.  

lilacinum + Neem + Dilución 10%), T26 (P.  lilacinum + Neem + Dilución 10%) y T42 

(Trichoderma viren + Neem + Dilución 10%).   

Por otro lado, se obtuvieron los valores más bajos de los tratamientos en el 

grupo D (a1b3c3, a2b3c3, a5b3c3), pertenecientes a los tratamientos T9 (P.  lilacinum + 
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quinoa + Dilución 1%), T25 (P.  lilacinum + quinoa + Dilución 1%) y T74 (B. bassiana + 

Quinoa + Dilución 1%), en el grupo C (a3b3c3) del tratamiento T41 (Trichoderma viren + 

Quinoa + Dilución 1%) y en el grupo B (a4b3c3) con el tratamiento T58 (T. virens + 

Quinoa + Dilución 1%).       

Figura 8 

Determinación de la interacción de grupos independientes para el porcentaje de 

inhibición. 

 

 

El extracto Azadirachta indica (neem) presentó porcentajes de inhibición altos en 

todas las diluciones, principalmente al 10% en donde existió 100% de inhibición en 

todas las especies de hongos probadas en el ensayo, estos resultados concuerdan con 

Mahmoud et al. (2011) que demostró el efecto inhibitorio en concentraciones de 5, 10, 

15 y 20% del extracto acuoso de Neem en cuatro especies de Aspergillus. 
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Grewal & Grewal (1988), también evidenciaron el efecto tóxico del extracto en 19 

hongos incluyendo, Trichoderma viridae, G. roseum y F. roseum. La actividad 

antifúngica del Neem es atribuida a la presencia de compuestos activos de triterpenos o 

limonoides como meliantriol, azadiractina, quercetina, sitosterol, nimbin, nimbinin, 

nimbidin, y nimbosterol, pero también a diferentes sustancias amargas como alcaloides 

y fenoles (Mahmoud et al., 2011).   

El extracto de Syzygium aromaticum (clavo de olor) presentó valores de 

inhibición del 100% en P. lilacinum, T. roseum y B. bassiana a una dilución del 10%, 

varias investigaciones demuestran la propiedad antifúngica que posee el clavo de olor, 

se sabe que el aceite esencial de clavo inhibe el crecimiento de Aspergillus flavus, A. 

niger, F. oxysporum, F. chrysogenum y Penicillium spp. desde una concentración de 

500 ppm (Muñoz Castellanos et al., 2020). El extracto acuoso ha mostrado actividad 

antifúngica en concentraciones de 1%, 3% y 5% frente a F. oxysporum, donde al 5% no 

existió crecimiento micelial (Acedo-Zegarra et al., 2020).   

Los resultados de la inhibición provocada por el extracto de Cinnamomum 

zeylanicum (canela) son consistentes con estudios anteriores. Tran et al., (2020)  

comprobó que la concentración fungicida mínima del aceite esencial para cepas de C. 

albicans y C. Auris está por debajo del 0,03 %, también, evidenciaron cambios 

morfológicos, daño en la membrana celular e inhibición en la formación de hifas, del 

mismo modo Isaura Cáceres et al. (2013) determinó que la concentración del extracto 

acuoso tiene actividad antifúngica desde 500 ppm (0,05%) en F. oxysporum, G. 

candidum, Trichoderma spp., P. digitatum y A.  niger.  

En cuanto al extracto de Chenopodium quinoa (quinoa) presentó valores de 0% 

de inhibición para todos los hongos en diluciones de 1 y 5%, estos resultados son 
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comparables con los obtenidos por Stuardo & San Martín (2008) al evaluar que las 

saponinas del extracto de quinua sin tratamiento alcalino no mostraron actividad en el 

crecimiento micelial de B. cinerea incluso en la concentración más alta (7 mg/ml) tal 

como Woldemichael & Wink (2001) que evaluaron 16 saponinas provenientes de las 

semillas de quinua las cuales no presentaron inhibición en C. albicans en ninguna de las 

concentraciones probadas (1, 25, 50, 100 y 500 µg/mL). 

También, el extracto de Lupinus mutabilis (chocho) presentó inhibición baja en 

los aislados de P. lilacinum y T. roseum, no obstante Zamora et al. (2008)  evaluaron el 

extracto de Lupinus en S. rolfsii, R. solani y F. oxysporum a una concentración de  1 mg 

mL–1 obteniendo porcentajes de inhibición de 72.5% y 87.7% respectivamente, mientras 

que De la Cruz et al. (2016) reportó inhibición del 83.6% en M. roreri con el extracto de 

semillas de Lupinus spp a 10 mg mL-1. 

Capacidad de esporulación  

 Se obtuvo un valor de  2.2e-16 en la prueba de Kolmogorov-Smirnov, lo que 

indicó que no existió normalidad en los datos. En la figura 9 se muestra el efecto en la 

esporulación de los hongos nematófagos dependiendo del extracto y dilución, donde se 

demuestra que existe más esporulación en la dilución del 10% y menor al 1% a los 14 

días del cultivo.  

En la tabla 18, se indican los resultados del porcentaje de inhibición con los 

grupos independientes en las interacciones de los hongos nematofagos con las 

diluciones de los extractos botánicos (A*B*C), en la cual se obtuvieron valores variables, 

donde los resultados con valores más altos se encuentran en el grupo A (a1b4c1, 

a1b2c2, a1b1c3, a2b4c1, a2b5c2, a2b5c3, a3b1c1, a3b2c2, a3b2c3, a4b2c1, a4b3c1, 

a4b3c2,a4b3c3, a5b1c1, a5b2c1, a5b5c1, a5b5c2, a5b1c3), mientras que los más bajos 
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se encuentran en el grupo E (a2b2c1, a2b3c2, a2b4c3, a3b3c2, a3b3c3, a4b2c3, 

a5b3c2, a5b3c1). 

Tabla 18 

Grupos independientes formados en la variable capacidad de esporulación. 

Hongos 
nematófagos (A) 

Diluciones (C) Extractos 
botánicos (B) 

Capacidad de 
esporulación 

P. lilacinum 10% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 
Neem 
Chocho 

6,35E+07  D 
0               E 
1,13E+08  C 
2,33E+08  A 
1,44E+08  B 

P. lilacinum 5% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 
Neem 
Chocho 

9,98E+07  C 
1,48E+08  A 
4,73E+07  D 
1,03E+08  C 
1,09E+08  B 

P. lilacinum 1% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 
Neem 
Chocho 

9,97E+07  A 
6,35E+07  B 
1,74E+07  C 
1,80E+07  C 
1,85E+07  C 

P. lilacinum 10% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 
 
Neem 
Chocho 

1,08E+08  B 
0                E 
5,83E+07  D  

2,47E+08  A 

8,67E+07  C 

P. lilacinum 5% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 
Neem 
Chocho 

4,72E+07  C 
7,13E+07   B 
2,78E+07   E 
3,60E+07   D 
7,41E+07   A 

P. lilacinum 1% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 
Neem 
Chocho 

6,61E+07   B 
6,92E+06   D 
1,04E+07   B 
5,83E+06   E 
6,80E+07   A 

T. roseum 10% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 

9,52E+06   A 
0                C  
6,16E+06   B 
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Hongos 
nematófagos (A) 

Diluciones (C) Extractos 
botánicos (B) 

Capacidad de 
esporulación 

Neem 
Chocho 

6,40E+06   B 
6,40E+06   B 

T. roseum 5% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 
Neem 
Chocho 

8,72E+06   B 
1,48E+08   A 
2,18E+06   E 
5,32E+06   C 
3,68E+06   D 

T. roseum 1% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 
Neem 
Chocho 

7,84E+06   B 
6,35E+07   A 
5,16E+05   E 
9,96E+05   C 
9,12E+05   D 

T. virens 10% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 
Neem 
Chocho 

8,56E+07   C 
1,69E+08   AB 
1,82E+08   A 
1,27E+08   B 
8,29E+07   C 

T. virens 5% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 
Neem 
Chocho 

6,88E+07   A 
2,78E+07   C 
6,91E+07   A 
4,29E+07   B 
2,28E+07   D 

T. virens 1% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 
Neem 
Chocho 

9,02E+07   A 
6,15E+06   E 
2,17E+07   B 
8,00E+06   D 
1,13E+07   C 

B. bassiana 10% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 
Neem 
Chocho 

1,41E+08   A 
1,29E+08   AB 
1,29E+08   B 
0                C  
1,34E+08   AB 

B. bassiana 5% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 
Neem 
Chocho 

5,44E+07   C 
4,00E+07   D 
2,95E+07   E 
6,20E+07   B 
8,36E+07   A 

B. bassiana 1% Canela 
Clavo de olor 
Quinua 
Neem 

8,90E+07   A 
2,31E+07   B 
8,48E+06   E 
1,96E+07   C 
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Hongos 
nematófagos (A) 

Diluciones (C) Extractos 
botánicos (B) 

Capacidad de 
esporulación 

Chocho 1,68E+07   D 

  

Tabla 19 

Evaluación de los tratamientos por Kruskal-Wallis al 5%. 

Hongo Dilución del 
extracto 

Chisq P-valor 

H1: P. lilacinum 10% 23.25 1,13E+05 

H1: P. lilacinum 5% 22.07 1,94E+06 

H1: P. lilacinum 1% 19.02 7,78E+06 

H2: P. lilacinum 10% 23.2 1,13E+05 

H2: P. lilacinum 5% 23.07 1,22E+06 

H2: P. lilacinum 1% 22.8 1,33E+06 

H3: T. roseum 10% 19.07 7,61E+06 

H3: T. roseum 5% 23.07 1,22E+06 

H3: T. roseum 1% 23.07 1,22E+06 

H4: T. virens 10% 19.78 5,51E+06 

H4: T. virens 5% 21.93 2,06E+06 

H4: T. virens 1%  23.07 1,22E+06 

H5: B. bassiana  10% 14.52 5,79E+06 

H5: B. bassiana  5% 23.07 1,22E+06 

H5: B. bassiana  1% 22.73 1,43E+06 
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Figura 9 

Determinación de la distribución de los datos en la capacidad de esporulación.  

 

 

El aislamiento de las especies de Purpureocillium lilacinum presentaron colonias 

al principio blancas, tornándose rosas y lilas con el inicio de la esporulación, igual a la 

investigación de Baron et al. (2020). El aislamiento de la especie de Trichothecium 

roseu presentó colonias de color rosa anaranjado y blanco cuando se esparcen las 

esporas, al igual que lo mencionado por el estudio de  Hamid et al. (2014). Según Wu et 

al. (2017), la especie T. virens presenta un color de esporas verde oscuro, mientras que 

el color del micelio es blanco al comienzo y verde al final, con similitud a lo observado. 

Por último, el aislamiento de  B. bassiana presentó colonias blancas y ligeramente 

coloreadas de amarrillo, en la investigación Oliveira et al. (2011), menciona que tiene 

una apariencia blanca polvorienta en cuanto a las esporas.  

Sin embargo, la capacidad de esporulación en las diluciones de los extractos al 

10% resultó afectada por los compuestos activos de los extractos a excepción de los 
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extractos de quinoa porque presentó un 0, 41 % de saponinas y chocho un 1,49% de 

lupaninas, obteniendo valores relativamente bajos si se compara con otras 

investigaciones en donde son más altos, como por ejemplo Lim, Park & Yoon (2019), 

demostraron un valor de 1,26%.de Saponinas y Rodríguez (2009) presentaron un valor 

de 7,6.% de Lupaninas, por consiguiente, al tener un menor porcentaje de los 

compuestos activos menor es la actividad antifúngica. 

Los polifenoles del extracto de canela (6,38 mg AGE/g) se encuentran dentro del 

rango descrito (0,42-168,20 mg AGE/g) (Shahidi & Hossain, 2018). La canela tiene una 

amplia gama de fitoquímicos como eugenol, acetato de eugenol, pero en mayor 

porcentaje trans-cinamaldehído y cinamaldehído (Šernaitė et al., 2020) este compuesto 

provoca daños en la permeabilidad e integridad de la pared celular (OuYang et al., 

2019). Por ende, la actividad antifúngica de la canela se basa en debilitar la pared 

celular, limitar la formación de pseudohifas e impedir absorber nutrientes para el 

crecimiento y propagación del hongo (Huang et al., 2019). 

El contenido de polifenoles del extracto de clavo de olor (7,3 mg AGE/g), es 

comparable con el  reportado (7,81-310,4 mg AGE/g) para el aceite esencial (Shahidi & 

Hossain, 2018), por otra parte, Cheng et al. (2008) revelaron que el cinamaldehído, el α-

metil cinamaldehído, el ácido (E)-2-metilcinámico, el eugenol, el isoeugenol y otros 

polifenoles, tienen actividad antifúngica, aunque, Pinto et al. (2009) atribuye al eugenol 

como el principal compuesto antifúngico del clavo de olor.  

Mientras que la cantidad de flavonoides en el extracto de Neem fue alta con un 

106,77 mg CAE/L. En la investigación de Venmathi Maran et al. (2021) realizaron un 

análisis con espectrometría de masas Orbitrap en la que indicaron la presencia de cinco 

flavonoides para A. indica constando los compuestos de miricetina 3-O-galactósido, 
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trifolina, isorhamnetina, quercetina y kaempferol, así mismo de cuatro compuestos 

aromáticos y tres fenólicos.  

Según el estudio realizado por Mazumder et al. (2021), obtuvieron un mayor 

contenido fenólico en hojas de A. indica con 205,31 mg GAE/g de extracto seco y el 

nivel más alto de contenido de flavonoides presentaba un 56,04 mg equivalentes de 

quercetina /100 g de extracto. Esto indica que al ser un extracto con distintas 

variedades de compuestos activos, tiene mayor influencia con actividades antifúngicas y 

provoca menor compatibilidad con los hongos nematófagos.   
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Capítulo VI 

Fase 3: Establecimiento de la interacción extracto botánico y hongo nematófago 

para el control de M. incognita. 

Los hongos nematófagos infectan a los nematodos fitoparásitos a través de una 

serie de acciones, mientras que, algunos extractos botánicos liberan sustancias que 

pueden ser tóxicos para los nemátodos fitoparásitos, por ello, en el presente ensayo se 

evaluó la interacción entre extractos botánicos y hongos nematofagos contra diferentes 

estadios de M. incognita en condiciones controladas, donde se evidenció el efecto de 

los factores a diferentes horas, para J2 se evaluó a las 24, 48 y 72 h, mientras que para 

huevos se evaluó a las  72, 96 y 120 h.  

Metodología 

Filtrados de hongos nematófagos  

Se hicieron tres lavados con ADE y una espátula al micelio fúngico cultivado en 

el medio PDA. Luego, el líquido se colocó en un frasco de vidrio esteril, se agitó por 5 

min. y se filtró con gasas estériles. Después, según el método descrito por Arrieta et al. 

(2009), se hicieron diluciones de 1/10; 1/100  en tubos de ensayo, se realizó vortex por 3 

minutos y se calculó la concentración de conidios con la fórmula ajustada por Gómez et 

al. (2014). 

Obtención del inóculo de M. incognita  

El inóculo del nematodo se obtuvo a partir de raíces de tomate riñón (Solanum 

lycopersicum) infectadas por M. incognita. El procedimiento se realizó según lo descrito 

por Hussey (1973), las raíces se cortaron en secciones de 1 cm y se licuaron con NaClO 

al 0,5%  a velocidad máxima por 10 s con 5 s de pausa y 10 s más de licuado. Luego, se 
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pasó el contenido por tamices de 74 µm y 25 µm, se lavó con dH2O y el sobrenadante 

del tamiz de 25 µm se dividió en dos volúmenes. El primer volumen, se incubó por 72 h 

en una bandeja de Oostenbrink para la obtención de juveniles (J2) de M. incognita. En el 

segundo volumen, se obtuvieron los huevos de M. incognita y se contabilizó con el 

microscopio invertido en placas de cultivo celular. 

Prueba del efecto nematicida en huevos y juveniles (J2) de M. incognita  

En los pocillos de las placas de cultivo celular, se colocó 50 huevos o juveniles 

(J2) de M. incognita,  250 ul de la dilución al 5% de los extractos botánicos, los filtrados 

fúngicos a una concentración de 1,5x10^6, 500 ul de la solución de estreptomicina y 

ADE hasta completar los 5 mL por pocillo. Después, las placas se incubaron a 25°C por 

7 días  (Saytandra Singh et al., 2013). También, se realizaron controles de los extractos 

botánicos, controles de los hongos nematófagos y controles con ADE. 

Diseño experimental 

Se realizó un diseño experimental completamente al alzar (AxB) con 5 niveles en 

los factores A y B, descritos en la tabla 20.  

Tabla 20 

Factores y niveles que se evaluaron en la fase 3. 

Hongos nematófagos (A) Extractos botánicos (B) 

a1. P. lilacinum 

a2. P. lilacinum 

a3. T. roseum 

a4. T. virens 

a5. B. bassiana 

b1. Extracto de canela  

b2. Extracto de clavo de olor  

b3. Extracto de Quinoa 

b4. Extracto de neem 

b5. Extracto de Chocho 
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Hongos nematófagos (A) Extractos botánicos (B) 

a0. Control hongo b0. Control extracto 

  

Tratamientos a comprobar 

Se realizaron 5 observaciones para cada uno de los tratamientos (tabla 21).  

Tabla 21 

Tratamientos para evaluar las interacciones que tienen un efecto nematicida y/o 

nematostático. 

Nº Tratamiento Tratamientos Descripción 

T1 a1b1 P.  lilacinum + Canela  

T2 a1b2 P.  lilacinum + Clavo de olor 

T3 a1b3 P.  lilacinum + Quinoa 

T4 a1b4 P.  lilacinum + Neem 

T5 a1b5 P.  lilacinum + Chocho 

T6 a2b1 P.  lilacinum + Canela  

T7 a2b2 P.  lilacinum + Clavo de olor 

T8 a2b3 P.  lilacinum + Quinoa 

T9 a2b4 P.  lilacinum + Neem 

T10 a2b5 P.  lilacinum + Chocho 

T11 a3b1 T. roseum + Canela 

T12 a3b2 T. roseum + Clavo de olor 

T13 a3b3 T. roseum + Quinoa 

T14 a3b4 T. roseum + Neem 

T15 a3b5 T. roseum + Chocho 

T16 a4b1 T. virens + Canela 

T17 a4b2 T. virens + Clavo de olor 
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Nº Tratamiento Tratamientos Descripción 

T18 a4b3 T. virens + Quinoa 

T19 a4b4 T. virens + Neem 

T20 a4b5 T. virens + Chocho 

T21 a5b1 B. bassiana  + Canela 

T22 a5b2 B. bassiana  + Clavo de olor 

T23 a5b3 B. bassiana  + Quinoa  

T24 a5b4 B. bassiana  + Neem 

T25 a5b5 B. bassiana  + Chocho 

T26 a1b0 P.  lilacinum  

T27 a2b0 P.  lilacinum  

T28 a3b0 T. roseum 

T29 a4b0 T. virens 

T30 a5b0 B. bassiana   

T31 a0b1 Canela 

T32 a0b2 Clavo de olor 

T33 a0b3 Quinoa 

T34 a0b4 Neem 

T35 a0b5 Chocho 

T36 a0b0 Control 

 

Unidades experimentales 

La unidad experimental consistió en pocillos con 50 nematodos en estado juvenil 

(J2) y 50 huevos de M. incognita en los cuales se evaluó la interacción entre los factores.  
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Tipo de diseño  

Se aplicó un diseño completamente al azar con arreglo factorial 6x6 con 35 

tratamientos y 5 repeticiones.  

Análisis estadístico  

Se analizaron los supuestos de normalidad mediante la prueba de Kolmogorov-

Smirnov al 5%. Las variables que cumplieron estos supuestos, fueron tratados con un 

análisis de varianza (ANOVA) al 5%, caso contrario se trataron con un análisis de varianza 

robusto al 5%, también se hizo la prueba de Tukey para determinar diferencias entre 

medias. El análisis se realizó con el software estadístico R 3.3.1.  

Análisis de efecto nematostático  

Tabla 22 

Esquema del análisis de varianza para evaluar las interacciones de extracto botánico y 

hongo nematófago en el control de M. incognita.  

FUENTES DE VARIACIÓN GRADOS DE LIBERTAD 

Observaciones 4 

Hongos nematófagos 5 

Extractos botánicos 5 

Hongos x Extractos  25 

Error Experimental 144 

TOTAL 179 

 

Variables a evaluar  
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a. Eclosión de huevos de M. incognita 

Utilizando un microscopio invertido se contabilizó los huevos eclosionados y no 

eclosionados a las 72, 96 y 120 h de exposición con los tratamientos, según el método 

descrito por Alejo et al., (2018). Luego, se usó la fórmula de Vincent (1947), para obtener 

el porcentaje de eclosión: 

%𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 =
𝐸𝑇 − 𝐸𝐶

𝐸𝐶
× 100 

 

%𝐸𝑐𝑙𝑜𝑠𝑖ó𝑛: 100 − %𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 

Donde: 

ET: % Eclosión en los tratamientos 

EC: % Eclosión en los controles 

b. Mortalidad en  juveniles (J2) de M. incognita 

Se determinó según el método descrito por Saytandra Singh et al. (2013), con un 

microscopio invertido se contabilizó los juveniles muertos después de 24, 48 y 72 h de 

exposición con los tratamientos. Luego, se usó la fórmula corregida de Abbott (1925), para 

obtener el porcentaje de mortalidad:  

%𝑚𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝑀𝑇 − 𝑀𝐶

100 − 𝑀𝐶
𝑥 100 

Donde: 

MT: % Mortalidad en el tratamiento 

MC: % Mortalidad en el control 
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Resultados y discusión  

Porcentaje de eclosión de huevos de M. incognita  

Los resultados en la prueba de Kolmogorov-Smirnov al 5% para la evaluación a 

las 72 horas, se obtuvo un p-value =7.853e-06, mientras que a las 96 horas se obtuvo 

un p-value = 0.0002859, por lo tanto, los datos no presentan una distribución normal y 

frente a esto se procedió a realizar el ANOVA robusto (tabla 23 y 24). En cambio, a las 

120 horas se obtuvo un p-value =  0.0718, lo que representa una distribución normal y 

se realizó el ANOVA (tabla 25).  Sin embargo, en los análisis de varianza se obtuvieron 

diferencias altamente significativas para los factores A (Hongos nematofogos), factor B 

(Extractos botánicos) e interacción A*B (Hongos nematófagos * Extractos botánicos).  

Tabla 23 

Análisis de varianza para la variable eclosión de huevos de M. incognita a las 72 h. 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados  

Grados de 
libertad 

Cuadrado 
medio 

Razón-F Valor-P 

A: Hongos 
nematófagos 

1272.61 5 254.52 150.82 2e-16*** 

B:Extractos 
botánicos 

1487.79 5 297.55 176.32 2e-16*** 

A*B 517.54 25 20.70 12.26 2e-16*** 

Residuos  144    
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Tabla 24 

Análisis de varianza para la variable eclosión de huevos de M. incognita a las 96 h. 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados  

Grados de 
libertad 

Cuadrado 
medio 

Razón-F Valor-P 

A: Hongos 
nematófagos 

1481.198 5 296.23 236.79 2e-16*** 

B:Extractos 
botánicos 

1697.470 5 339.49 271.36 2e-16*** 

A*B 609.389 25 24.37 19.48 2e-16*** 

Residuos  144    

 

Tabla 25 

Análisis de varianza para la variable eclosión de huevos de M. incognita a las 120 h. 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados  

Grados de 
libertad 

Cuadrado 
medio 

Razón-F Valor-P 

A: Hongos 
nematófagos 

33504 5 6701 320.727 2e-16*** 

B:Extractos 
botánicos 

29754 5 5951 284.827 2e-16*** 

A*B 4915 25 197 9.411 2e-16*** 

Residuos  144    

 

En la tabla 26, se indican los resultados de tukey (p<0,05) con los grupos 

independientes de las interacciones de los hongos nematofagos con la dilución al 5% de 

los extractos botánicos (A*B). El menor porcentaje de eclosión de los huevos a las 72 

horas, se muestran en el grupo M ( a5b3, a1b2, a1b3, a4b2, a4b4, a4b3,) que 

pertenecen a los tratamientos T23 (B. bassiana + Quinoa), T2 (P. lilacinum 1 + Clavo de 

olor),T3 (P. lilacinum 1 + Quinoa) , T17 (T. virens + Clavo de olor), T19 (T. virens + 
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Neem) y T18 (T. virens + Quinua), con las cifras de 5.23 %, 8.51%, 8.54%, 8.67%, 

9.27%, 12.55%, respectivamente. 

Después a las 96 horas, se presentaron en el grupo L (a4b4, a4b2, a5b3, a1b2, 

a1b3, a3b4) de los tratamientos T19 (T. virens + Neem),  T17 (T. virens + Clavo de 

olor), T23 (B. bassiana + Quinoa),  T18 (T. virens + Quinoa), T2 (P. lilacinum 1 + Clavo 

de olor) y T3 (P. lilacinum 1 + Quinoa), con cifras de 3.41, 4.34, 6.25, 6.73, 10.59, 11.52 

respectivamente 

Y finalmente  a  las 120 horas, se obtuvieron en el grupo S (a4b4, a4b2, a4b3, 

a5b3, a1b3, a1b2) pertenecientes a los tratamientos  T19 (T. virens + Neem),   T17 (T. 

virens + Clavo de olor), T18 (T. virens + Quinoa), T23 (B. bassiana + Quinoa), T3 (P. 

lilacinum 1 + Quinoa)  y T2 (P. lilacinum 1 + Clavo de olor), con cifras de 3.58, 5.42, 

5.967, 7.85, 14,47, 14,27 respectivamente.  

Tabla 26 

Resultado del análisis de Tukey (p<0,05) para los tratamientos en la variable porcentaje 

de eclosión de los huevos 

Nº Tratamiento 72 horas 96 horas 120 horas 

T1 
T2 
T3 
T4 
T5 
T6 
T7 
T8 
T9 
T10 
T11 
T12 
T13 
T14 
T15 
T16 
T17 
T18 

P. lilacinum 1 + Canela 
P. lilacinum 1 + Clavo 
P. lilacinum 1 + Quinoa 
P. lilacinum 1 + Neem 
P. lilacinum 1 + Chocho 
P. lilacinum 2 + Canela 
P. lilacinum 2 + Clavo  
P. lilacinum 2 + Quinoa 
P. lilacinum 2 + Neem 
P. lilacinum 2 + Chocho 
T. roseum + Canela 
T. roseum + Clavo  
T. roseum + Quinoa 
T. roseum + Neem 
T. roseum + Chocho 
T. virens + Canela 
T. virens + Clavo 
T. virens + Quinoa 

25.86  GHIJ 
8.512  LM 
8.543  LM 
18.20  IJKL 
29.55  FGHI 
31.81  EFGH 
16.08  JKLM 
17.23  JKL 
18.25  IJKL 
17.85  IJKL 
22.25  HIJK 
17.91  IJKL 
17.81  IJKL 
16.58  JKLM 
23.34  HIJK 
36.81  DEFG 
8.67    LM 
12.55  KLM 

35.41   EFG  
10.59  JKL 
11.52  IJKL 
21.38  HI 
35.65  EF 
36.75  EF 
24.77  GH 
26.55  FGH 
24.02  H 
24.72  GH 
26.46  EFG 
19.46  HIJ 
18.71  HIJ 
19.21  HIJ 
26.84  FGH 
35.82  EF 
4.34     L 
6.73     KL  

37.27  FGHIJ 
14.47  PQRS 
14.27  QRS 
34.11  GHIJK 
41.86  EFGH 
44.82  DEFG 
25.72  KLMNOP 
28.15   JKLMNO 
31.42  HIJKLM 
40.47   EFGHI 
28.52  JKLMNO 
23,69   KLMNOPQ 
20.37  MNOPQ 
21.94  LMNOQ 
29.02  JKLMN 
31.74  HIJKL 
5.428  S 
5.967  S 
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Nº Tratamiento 72 horas 96 horas 120 horas 

T19 
T20 
T21 
T22 
T23 
T24 
T25 
T26 
T27 
T28 
T29 
T30 
T31 
T32 
T33 
T34 
T35 
T36 

T. virens + Neem 
T. virens + Chocho 
B. bassiana + Canela 
B. bassiana + Clavo 
B. bassiana + Quinoa 
B. bassiana + Neem 
B. bassiana + Chocho 
P. lilacinum 1 
P. lilacinum 2 
T. roseum 
T. virens 
B. bassiana 

Canela 
Clavo de olor 
Quinoa 
Neem 
Chocho 
Control 

9.27    LM 
39.74  CDEF 
18.93  IJKL 
15.17  JKLM 
5.237  M 
15.66  JKLM 
17.36  JKL 
46.15  BCD 
44.22  BCD 
45.21  BCD 
41.50  BCDE 
41.78  BCDE 
53.04  B 
44.35  BCD 
45.11  BCD 
41.46 BCDE 
51.14  BC 
100.00 A 

3.41     L 
35.10  EFG 
21.43 HI   
16.81  HIJK 
6.25    KL 
16.84  HIJK 
21.29  HIJ 
53.67  BC 
54.12  B 
49.70  BCD 
39.32  DE 
49.33  BCD 
55.94  B 
49.37  BCD 
47.67  BCD 
43.23  CDE 
54.72  B 
100.00 A 

3.586  S 
31.18  HIJKLM 
29.31  IJKLM 
17.76  NOPQR 
7.856  RS 
17.52  OPQR 
29.37  IJKLM 
51.45  CDE 
57.72  BC 
51.08  CDE 
32.45  HIJKL 
51.45  CDE 
59.08  BC 
51.32  CDE 
48.44  CDEF 
45.65  DEF 
65.00  B 
100.00 A 

 

Figura 10 

Grupos independientes en el porcentaje de eclosión de M. incognita a las 72 h. 
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Nota. Se puede observar que a las 72 h existe una disminución en el porcentaje de 

eclosión de los huevos de M. incognita en comparación al control, sobre todo en B. 

bassiana y sus interacciones presentan una menor eclosión de huevos en este periodo. 

Figura 11 

Grupos independientes en el porcentaje de eclosión de M. incognita a las 96 h. 

 

Nota. Se puede observar que a las 96 h el porcentaje de eclosión permanece aún 

inferior al control, lo que indica que el efecto de los tratamientos se conserva con el 

transcurso de este periodo. 

En la figura 12, se observa específicamente que el efecto de la mayoría de los 

tratamientos puede retardar la eclosión de los huevos. Sin embargo el efecto de T. 

virens con los extractos de clavo de olor, quinoa y neem, parecen ser prometedores 

para imposibilitar la eclosión de huevos de de M. incognita. Además, la acción 

nematicida es mayor cuando se combinan los extractos botánicos.  
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Figura 12 

Grupos independientes en el porcentaje de eclosión de M. incognita a las 120 h. 

Nota. Se puede observar que a las 120 h el porcentaje de eclosión aumentó en 

comparación a los 72 y 96 h. 

En la figura 13, se observa el  modo de acción de la interacción de los hongos 

nematófagos y extractos botánicos a una dilución del 5% (AxB), sobre los huevos de M. 

incognita.  Las principales características que se muestran son las estructuras de 

infección penetrante y atrapadoras de las hifas con los conidios adheridos en la cubierta 

del huevo. Además, todos los hongos estudiados fueron capaces de infectar a través 

del parasitismo alrededor del 50% de los huevos inoculados a las 120 horas.  
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Figura 13 

Actividad de los hongos nematofagos en huevos de M. incognita.    
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fotografía tomada en microscopio invertido Zeiss a 40X. 

Los resultados demostraron que existe un menor número de huevos 

eclosionados en M. ingconita para todos los tratamientos analizados con respecto a los 

controles, indicando que en las interacciones de los hongo nermátofagos con los 

extractos botánicos presentan actividad nematicida, con un valor más alto en las 

especies de T. virens, B. bassiana y Purpureocillium lilacinum con los extractos 

botánicos de quinoa, clavo de olor y  Neem.  

Según Baron et al. (2020), las esporas de los hongos son estructuras infectivas 

que se involucran en el proceso de invasión en un huésped y se ha reportado que son 

capaces de adherirse hasta penetrar en los fitoparásitos de estadio juvenil como en los 

huevos. En el estudio de Youssef et al. (2020), demostraron el porcentaje de eclosión 

en M. incognita con la especie B. bassiana a una concentración de 1x106  con valores 

del 57, 5% para las 72 h y 56% para las 96 h. Mientras que la mejor interacción que se 

obtuvo en B. bassiana con el extracto de quinoa, presentaron un porcentaje menor de 

eclosión con el 5, 24% a las 72 h y 6, 25% a las 96 h.  

Sin embargo, en las mejores interacciones a las 96 h y 120 h se obtuvo en T. 

virens con el extracto de neem presentando los porcentajes del 3.41%  y 3. 58%. En el 

estudio de Fan et al. (2020), determinaron que la eclosión fue del 9, 23%, 22, 50% y 39, 

97 % a las 48, 72 y 96 h de exposición con los tratamientos. La cantidad de flavonoides 

que posee el extracto  de A. indica es esencial para defender a las plantas contra los 

insectos y herbívoros, se ha demostrado que puede provocar efectos disuasorios en el 

comportamiento fisiológico contra los fitoparásitos (Lin et al., 2019).   

Además, los metabolitos secundarios que posee el género Trichoderma spp. ha 

demostrado un gran potencial antibacteriano y nematicida, así mismo, las especies de 
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T. viridae y T. hamatum (T21) se ha reportado que sirven de manera eficaz para 

disminuir la eclosión de los huevos de M. incognita con un valor de 28,4 % (Khan et al., 

2020).   

Por otra parte, en la investigación de de Liang et al. (2020), demostraron que la 

tasa menor de eclosión de huevos en la especie de Meloidogyne enterolobii era P. 

lilacinum PL251 de 40,33 % a los 7 días con una concentración de 1x106 conidios/mL.  

Según Isaac et al. (2021), obtuvieron una eclosión de huevos con 22.8% en M. incognita 

a las 72 horas con el mismo hongo nematófago y Youssef et al. (2020) obtuvieron un 28 

% a las 96 horas con la concentración de 1x106 . 

Por consiguiente, el porcentaje de la interacción para las dos especies de  P. 

lilacinum con el extracto de quinoa se obtuvo un mejor valor del 14.27% y  27.98 % 

después de las 120 horas de exposición con los tratamientos. Y el mecanismo de 

acción que tiene contra los fitoparásitos es la penetración dirigida de hifas fúngicas con 

las esporas  a través de la cáscara del huevo del nematodo por la activación de la 

enzima serina proteasa producida por P. lilacinus (Youssef et al., 2020).  

Porcentaje de mortalidad en juveniles (J2) de M. incognita 

Los resultados obtenidos en la prueba de Kolmogorov-Smirnov al 5% para la 

evaluación a las 24 horas fue de 9.148e-08 lo que indica que los datos no tienen una 

distribución normal, frente a esto se procedió a realizar un ANOVA robusto, a diferencia 

del resultado a las 48 donde se obtuvo un valor de 0.1395 lo que señala que si existe 

normalidad en los datos y se realizó un ANOVA, por otra parte, en la evaluación a las 72 

horas expresó un valor de 0.0004469 por lo que se entiende que no existe normalidad 

en los datos y se realizó un ANOVA robusto. 

En el análisis de varianza para la evaluación a las 24, 48 y 72 horas, se puede 
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observar que existe diferencia altamente significativa en el  factor A (Hongos 

nematofogos), Factor B (Extráctos botánicos) e interacción A*B (Hongos nematófago* 

Extractos botánicos) para el control de juveniles (J2) de M. incognita a las 24 (Tabla 27 ) 

48 (Tabla 28) y 72 horas (Tabla 29), esto indica que los factores e interacciones tienen 

influencia en la mortalidad de juveniles de M. incognita.  

Tabla 27 

Análisis de varianza para la variable mortalidad de juveniles (J2) de M. incognita a las 

24 h. 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados  

Grados de 
libertad 

Cuadrado 
medio 

Razón-F Valor-P 

A: Hongos 
nematófagos 

1462.2496 5 292.44992 226.4648 2e-16*** 

B:Extractos 
botánicos 

1482.3339 5 296.46678 229.5753 2e-16*** 

A*B 936.0014 25 37.44005 28.9925 2e-16*** 

Residuos  144    

 

Tabla 28 

Análisis de varianza para la variable mortalidad de juveniles (J2) de M. incognita a las 

48 h. 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados  

Grados de 
libertad 

Cuadrado 
medio 

Razón-F Valor-P 

A: Hongos 
nematófagos 

19142 5 3828 170.44 2e-16*** 

B:Extractos 
botánicos 

42644 5 8529 379.70 2e-16*** 

A*B 9804 25 392 17.46 2e-16*** 

Residuos 3235 144  22   
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Tabla 29 

Análisis de varianza para la variable mortalidad de juveniles (J2) de M. incognita a las 

72 h. 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados  

Grados de 
libertad 

Cuadrado 
medio 

Razón-F Valor-P 

A: Hongos 
nematófagos 

1536.361 5 307.27224 117.99178 2e-16*** 

B:Extractos 
botánicos 

3192.150 5 638.43009 245.15558 2e-16*** 

A*B 1036.671 25 41.46685 15.92317 2e-16*** 

Residuos  144    

 

En la tabla 30, se indican los resultados del porcentaje de mortalidad en juveniles 

de M. incognita con los sus grupos independientes, para la evaluación a las 24 horas los 

valores más altos se presentaron en el grupo A (a4b4, a1b4, a4b3, a1b3, a5b3, a1b2, 

a5b2,a5b4) que corresponden a los tratamientos  T19 (T. viren + Neem), T4 (P.  lilacinum 

1 + Neem), T18 (T. viren + Quinoa), T3 (P.  lilacinum 1 + Quinoa), T23 (B. bassiana + 

Quinoa), T2 (P.  lilacinum 1 + Clavo de olor), T22 (B. bassiana + Clavo de olor), T24 (B. 

bassiana + Neem) con valores de 59.15%, 57.95%, 56.85%, 53.50%, 48.68%, 46.65%, 

45.85%, 45.82% respectivamente.  

 

Los valores más altos obtenidos a las 48 horas que se muestran en el grupo A 

(a4b3, a1b4, a4b4, a5b3, a5b2, a2b4, a5b4) que pertenecen a los tratamientos T18 (T. 

viren + Quinoa), T4 (P.  lilacinum 1 + Neem), T19 (T. viren + Neem), T23 (B. bassiana + 

Quinoa), T22 (B. bassiana + Clavo de olor), T9 (P.  lilacinum 2 + Neem), T24 (B. bassiana 

+ Neem), con cifras de 78.32%, 75.48%, 74.94%, 69.75%, 66.56%, 64.35%, 63.88% 

respectivamente.  
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Finalmente los valores a las 72 horas que presentaron mayor porcentaje de 

mortalidad aparecen en el grupo A ( a5b3, a4b3, a2b4, a5b4, a1b3, a5b2, a1b4, a2b2, 

a3b3, a2b3,a4b4, a3b4) que corresponden a los tratamientos T23 (B. bassiana + Quinoa), 

T18 (T. viren + Quinoa), T9 (P.  lilacinum 2 + Neem), T24 (B. bassiana + Neem), T3 (P.  

lilacinum 1 + Quinoa), T22 (B. bassiana + Clavo de olor), T4 (P.  lilacinum 1 + Neem),  T7 

(P.  lilacinum 2 + Clavo de olor), T13 (T. roseum + Quinua), T8 (P.  lilacinum 2 + Quinoa), 

T19 (T. viren + Neem), T14(T. roseum + Neem), con valores de 96.37%, 93.86%, 91.61%, 

91.49%, 90.91%, 90.18%, 88.17%, 85.47%, 85.51%, 84.54%, 81.80%, 80.48% 

respectivamente.  

Tabla 30 

Resultado del análisis de Tukey (p<0,05) para los tratamientos en la variable porcentaje 

de mortalidad. 

Nº Tratamiento 24 Horas 48 Horas 72 horas 

T1 
T2 
T3 
T4 
T5 
T6 
T7 
T8 
T9 
T10 
T11 
T12 
T13 
T14 
T15 
T16 
T17 
T18 
T19 
T20 
T21 
T22 

P. lilacinum 1 + Canela 
P. lilacinum 1 + Clavo  
P. lilacinum 1 + Quinoa 
P. lilacinum 1 + Neem 
P. lilacinum 1 + Chocho 
P. lilacinum 2 + Canela 
P. lilacinum 2 + Clavo  
P. lilacinum 2 + Quinoa 
P. lilacinum 2 + Neem 
P. lilacinum 2 + Chocho 
T. roseum + Canela 
T. roseum + Clavo  
T. roseum + Quinoa 
T. roseum + Neem 
T. roseum + Chocho 
T. virens + Canela 
T. virens + Clavo  
T. virens + Quinoa 
T. virens + Neem 
T. virens + Chocho 
B. bassiana + Canela 
B. bassiana + Clavo  

14.11  FGHI 
46.65  AB 
53.50  AB 
57.95  A 
28.41  C 
14.83  EFGHI 
23.48  CD  
24.77  CD  
42.29  B  
18.88  DEFGH  
5.299  MN  
12.33  HIJK  
12.54  HIJ  
11.83  IJKL  
6.855  LMN 
13.68  GHI 
21.87  CDE 
56.85  A 
59.15  A 
12.88  HIJ 
26.96  CD 
45.85  AB 

25.33  KLMN 
57.35  BCDE 
58.48  BCDE 
75.48  A 
54.28  CDEF 
27.08  JKLM 
45.74  EFGH 
48.48  EFG 
64.35  ABCD 
37.54  GHIJ 
13.55  Q 
33.13  IJKL 
45.84  EFGH 
45.88  EFGH 
28.69  JKLM 
20.95  MNOP 
40.26  GHI 
78.32  A 
74.94  A 
34.93  HIJK 
43.07  FGHI 
66.56  ABC 

41.50  HIJ 
76.31  BCD 
90.91  ABC 
88.17  ABC 
73.92  CDE 
32.57  JKL 
85.47  ABC 
84.54  ABC 
91.61  ABC 
56.52  FG 
19.64  NO 
52.20  FGHI 
85.51  ABC 
80.48  ABCD 
59.25  EF 
29.00  KLM 
43.86  GHIJ 
93.86  AB 
81.80  ABC 
39.42  IJK 
57.04  FG 
90.18  ABC 



89  

Nº Tratamiento 24 Horas 48 Horas 72 horas 

T23 
T24 
T25 
T26 
T27 
T28 
T29 
T30 
T31 
T32 
T33 
T34 
T35 
T36 

B. bassiana + Quinoa 
B. bassiana + Neem 
B. bassiana + Chocho 
P. lilacinum 1 
P. lilacinum 2 
T. roseum 
T. virens 
B. bassiana 

Canela 
Clavo de olor 
Quinoa 
Neem 
Chocho 
Control 

48.68  AB 
45.82  AB 
20.61  CDEFG 
9.710  IJKLM 
7.287  KLMN 
4.656  N 
13.53  HIJ 
41.43  B 
9.445  IJKLM 
21.61  CDEF 
21.78  CDEF 
25.32  CD 
8.049  JKLMN 
0.00    O 

69.75  AB 
63.88  ABCD 
40.02  GHI 
17.41  NOPQ 
12.83  Q 
17.87  NOPQ 
23.42  LMNO 
50.21  DEFG 
15.89  OPQ 
41.70  FGHI 
35.94  HIJ 
42.74  FGHI 
14.90  PQ 
 0.00    R 

96.37  A 
91.49  ABC 
52.20  FGHI 
20.81  MNO 
17.64  O 
23.63  LMNO 
28.92  KLM 
63.98  DEF 
27.27  LMN 
51.90  FGHI 
54.54  FGH 
50.00  FGHI 
24.83  LMNO 
 0.00    P 

 

Figura 14 

Grupos independientes en la mortalidad de juveniles de M. incognita a las 24 h. 

 

Nota. Se puede visualizar que hay mortalidad en los juveniles de M. incognita desde las 

24 h de ser aplicados los tratamientos, también es evidente que el hongo B. bassiana y 

sus combinación tiene mayor respuesta en este periódo. 
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Figura 15 

Grupos independientes en la mortalidad de juveniles de M. incognita a las 48 h. 

 

Nota. Se puede visualizar que la actividad nematicida aumenta a las 48 h.  

En la figura 16, se vizualiza un aspecto interesante porque los resultados de los 

extractos de quinua, neem y clavo de olor, solos o en combinación con hongos 

nematofagos presentan valores más altos de mortalidad en comparación del resto de 

extractos. 
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Figura 16 

Grupos independientes en la mortalidad de juveniles de M. incognita a las 72 h. 

 

Nota. Se puede visualizar que a las 72 h de exposición con los tratamientos se logran 

valores cercanos al 100 de mortalidad, lo que indica la efectividad de ciertos 

tratamientos para el control de juveniles de M. incognita en condiciones de laboratorio. 

Youssef et al. (2020) determinó que P. lilacinum a una concentración de 1x108 

causa un 76% de mortalidad sobre juveniles a las 96 horas de exposición, lo que difiere 

con nuestros resultados donde se obtuvo un porcentaje de 20,81% para el primer 

aislamiento y 17,74% para el segundo esto puede deberse a la diferencia en 

concentraciones, debido a que la concentración utilizada fue de 1,5x106, sin embargo, 

se logró obtener valores mayores al comparado con P. lilacinum-extracto de neem 

(91.61%) y P. lilacinum-extracto de quinoa (90.91%) a las 72 horas.  

La diferencia en el porcentaje de mortalidad sólo con P.lilacinum y en 

combinación con los extractos de neem y quinua puede deberse al aporte de ambos 
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extractos sobre el hongo ya que se conoce que el neem puede actuar como sustrato 

debido a su contenido en macro y micronutrientes que aportan en la actividad y 

crecimiento de los hongo (Sharma et al., 2020), pero también, puede deberse a su 

actividad nematicida demostrada en este estudio donde se obtuvo un 50% de 

mortalidad en (J2) a las 72  horas de exposición con el extracto, estos resultados son 

similares con los descritos por (Yasmin et al., 2003) que obtuvo un rango del 40-75% de 

mortalidad con el mismo periodo de exposición.  

De forma similar la quinua tiene componentes como macro y micronutrientes que 

pueden aportar en el crecimiento de los hongos, es más, se conoce que la quinoa es 

susceptible al crecimiento de hongos (Ahumada et al., 2016), lo que confirma el aporte 

de esta planta con respecto a los hongos, desde otro enfoque, la quinoa también tiene 

propiedades nematicidas, en este estudio se obtuvo un porcentaje de mortalidad del 

54.54% con el extracto de quinoa a las 72 horas, aunque no hay estudios previos que 

determinen el efecto de la quinoa en M. incognita, la actividad frente a este fitoparásito 

puede deberse al kaempferol, la miricetina  y la quercetina característicos de esta planta 

(Lin et al., 2019a). 

Se conoce que Purpureocillium lilacinum coloniza y destruye las hembras, 

huevos y nemátodos juveniles de M. incognita, asi mismo, P. lilacinum libera metabolitos 

nematicidas que afectan la viabilidad como leucinostatinas y paeciloxacina, aunque 

también se han encontrado compuestos como ácido 2-etil butírico, alcohol fenil etílico, 

ácido benzoico y ácido fenil acético (Sharma et al., 2020).  

Youssef et al. (2020) indicó que el porcentaje de mortalidad de B. bassiana con 

concentración de 1x106  fue de 78, 80 y 82% a las 24, 48 y 72 horas respectivamente, 

valores que tienen poca similitud con lo obtenido: 41,43% a las 24 h, 50,21 a las 48 h y 
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63,98 a las 72 h, no obstante, B. bassiana en combinación extractos botánicos superó a 

los porcentajes reportados, con quinua presentó un valor de 96.37%, con neem 91.49% 

y con clavo de olor 90.18% a las 72 horas. El efecto nematicida de B. bassiana contra 

M. incognita puede deberse a la producción de beauvericina y oosporina que libera este 

hongo (Youssef et al., 2020).  

Al igual que extracto de quinoa y neem, el clavo de olor demostró tener actividad 

nematicida, el valor del porcentaje de mortalidad con este extracto fue de 51.90% a las 

72 horas, mientras que, S. L. Meyer et al. (2008) determinó que la concentración media 

efectiva del aceite esencial de clavo de olor a las 48 h es de 0,145%. Las propiedades 

nematóxicas del clavo de olor se deben al contenido de terpenos y principalmente 

eugenol (Nasiou & Giannakou, 2020), ya que es el principal compuesto en el aceite de 

clavo (83–95 %) (Nurdjannah & Bermawie, 2012).  

Estudios de T. virens como controlador biologico de M. incognita indican que el 

filtrado de T. virens para el control de J2 es efectivo a los 14 días de exposición con una 

mortalidad de 70% (S. L. F. Meyer et al., 2000), mientras que el resultado que se obtuvo 

a las 72 h fue de 28,92%, aunque, la interacción entre T. virens y quinoa presentó un 

valor de 93.86% en el mismo periodo. Meyer et al. (2000), argumentan que la 

producción de metabolitos es el efecto más relevante en la mortalidad de J2, entre los 

metabolitos identificados están: catequina, ácido cafeico, ácido ferúlico, gliotoxina y la 

sepedonina (Moo-Koh et al., 2022). 

La actividad nematicida de T. roseum se ha reportado en H. avenae con un valor 

de LC50 de 94,9 μg/mL, además, se conoce que T. roseum produce compuestos 

bioactivos como sesquiterpenos que le dan la actividad nematicida (Zhou et al., 2018), 

por otra parte, el valor obtenido con T. roseum a las 72 horas fue de  23.63%, mientras 
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que en combinación con los extractos de quinoa fueron de 85.51 y 80.48% 

respectivamente. 

Finalmente, los extractos que presentaron valores de mortalidad bajos a las 72 h 

fueron canela (27.27 %), chocho (24,83%) y sus combinaciones, resultando similar al 

obtenido por Ibrahim & Hussein (2017) que identificó un valor de 31% en mortalidad con 

el extracto de canela. Kong et al. (2007) menciona que la actividad nematicida de la 

canela puede estar relacionada con el contenido de cinamaldehído, en su investigación 

el (E)-cinamaldehído fue el compuesto activo con mayor potencial nematicida, de igual 

manera el cinamato de etilo, α-metil-(E)-cinamaldehído, cinamato de metilo y cinamato 

de alilo (Ferreira Barros et al., 2021). 
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Capítulo VII 

Conclusiones  

Los aislamientos se identificaron molecularmente como Purpureocillium 

lilacinum, T. virens y B. bassiana pertenecen al grupo de agentes biocontroladores de 

fitoparásitos. En cambio, el hongo identificado como T. roseum, hasta la fecha no se ha 

reportado como un biocontrolador. Por lo tanto, se acepta la hipótesis nula (Ho) y se 

concluye que esta especie podría tener actividades biocontroladoras por las toxinas 

antifúngicas que se han reportado en otras investigaciones. 

En las interacciones con los extractos botánicos y diluciones de 1, 5 y 10% se 

presentaron efectos de inhibición que influyeron en la capacidad de esporulación de los 

hongos nematófagos en condiciones in vitro. Por lo tanto, se acepta la hipótesis 

alternativa (Ha) y se concluye que la especie identificada como T. virens (a4) fue la 

menos afectada por la diluciones de los extractos botánicos. Mientras, que las otras 

especies presentaron un rango de crecimiento normal hasta la dilución del 5 % (c2) en 

comparación con los controles. 

Respecto a la actividad de las interacciones de los hongos nematófagos y 

extractos botánicos en la eclosión de huevos y  mortalidad de juveniles (J2) en M. 

incognita, se demostró que aumentaban el control con el transcurso de las horas. Por lo 

tanto, se acepta la hipótesis alternativa y se concluye que los mejores tratamientos que 

provocan menor eclosión de huevos son los reportados en el grupo independiente S, 

mientras que los causan la mayor mortalidad de los juveniles (J2), son los encontrados 

dentro del grupo independiente A. 

También concluimos que es suficiente 72 horas de exposición con los 
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tratamientos evaluados para reducir el porcentaje de eclosión en los huevos de M. 

incognita, del mismo modo, son necesarias 24 horas de exposición para aumentar el 

porcentaje de mortalidad en juveniles de M. incognita.  
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Capítulo VIII 

Recomendaciones 

Para la identificación molecular de hongos, se recomienda el procedimiento de 

extracción de ADN con la metodología descrita por Plaza et al. (2004) y la amplificación 

por PCR con los primers universales ITS1 (forward) e ITS4 (reverse).  

Para un mejor establecimiento de compatibilidad entre hongos nematófagos y 

extractos botánicos se recomienda utilizar los tratamientos de las diluciones desde el 

1% hasta el 5%. No obstante, si se pretende inhibir el crecimiento micelial y la 

esporulación de los hongos, se recomienda aplicar diluciones superiores al 10% de los 

extractos botánicos. 

Respecto a la interacción de extractos botánicos y hongos nemátofagos se 

recomienda continuar con la investigación en fase invernadero, para obtener un 

resultado más exacto en el control de M. incognita con los tratamientos que presentaron 

menor porcentaje de eclosión de los huevos a las 120 horas, los cuales fueron las 

especies de T. virens, .B. bassiana, P. lilacinum con los extractos de neem, quinua y 

clavo de olor.   

 Y para una mayor la mortalidad de juveniles (J2) de M. incognita, se recomienda 

los tratamientos que presentaron los porcentajes más altos respecto al control a las 72 

horas, los cuales fueron las especies de B. bassiana, T. viren, P.  lilacinum, T. roseum 

con los extractos de quinoa, neem y clavo de olor.   
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