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RESUMEN 

El tomate es uno de los rubros hortícolas más 
importantes en el Paraguay y principal hospedero 
del nematodo formador de agallas Meloidogyne spp. 
La falta de alternativas de control eficaces y seguras 
contra este nematodo es una constante para los 
productores. Los ascomicetos mitospóricos pueden 
contribuir en la protección de su hospedero contra 
factores bióticos y abióticos, además, son fáciles 
de producir a gran escala y formular. Se evaluó la 
extensión de la colonización de Beauveria bassiana 
y Metarhizium brunneum en raíces de tomate T-IAN 
V2 (Pytã guasú), y su efecto sobre la población de 
Meloidogyne spp. Para el tratamiento de semillas, 
aplicación en la rizosfera y la combinación de los 
citados tratamientos, se utilizó una concentración 
de 1 x 108 conidios ml-1 en solución acuosa estéril 
de Tween 80 al 0,1%. El nivel de infestación inicial 
con huevos de Meloidogyne spp. fue de 500 huevos 
por planta. Se evaluó altura de planta y longitud de 
raíz, peso fresco de parte aérea y raíz, porcentaje 
de colonización de hongos endófitos en las raíces, y 
población del nematodo formador de agallas (número 
de agallas, masa de huevos y huevos) a los 30 días 
después de la inoculación con huevos de nematodos. 
Se efectuaron cortes histológicos en las raíces para 
observar la interacción tritrófica hongo/planta/
nematodo. Los hongos B. bassiana y M. brunneum 
colonizaron las raíces de tomate, incrementaron la 
biomasa, pero no fueron eficaces en la reducción 
de la población de Meloidogyne spp. No se observó 
interacción tritrófica en los cortes histológicos. 

Palabras clave: Beauveria bassiana, Meloidogyne, 
Metarhizium brunneum, Solanum lycopersicum, 
Control biológico.

ABSTRACT

Tomato is one of the most important horticultural 
crops cultivated in Paraguay and main host of the root-
knot nematode Meloidogyne spp. The lack of frequent 
and safe control alternatives against this nematode is 
a constant for farmers. Mitosporic ascomycetes can 
contribute to the protection of their host against biotic 
and abiotic factors, and they are easy to produce on a 
large scale and formulate. The extent of colonization 
of Beauveria bassiana and Metarhizium brunneum in 
tomato T-IAN V2 (Pytã guasú) roots was evaluated, 
and its effect on the population of Meloidogyne 
spp. for the treatment of seeds, application in the 
rhizosphere and the combination of the mentioned 
treatments, a concentration of 1 x 108 conidia ml-1 in 
sterile aqueous solution of 0.1% Tween 80 was used. 
The level of initial infestation with Meloidogyne spp. 
was 500 eggs per plant. Plant height and root length, 
fresh weight of aerial part and root, percentage of 
colonization of endophyte fungi in the roots, and 
population of the root-knot nematode (number of 
galls, egg mass and eggs) at 30 days were evaluated 
after inoculation with nematode eggs. Histological 
sections were made in the roots to observe the 
tritrophic fungus/plant/nematode interaction. Fungi 
B. bassiana and M. brunneum colonized tomato roots, 
increased biomass, but were not effective in reducing 
the population of Meloidogyne spp. No tritrophic 
interaction was observed in histological sections.

Key words: Beauveria bassiana, Meloidogyne, 
Metarhizium brunneum, Solanum lycopersicum, 
Biological control.
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INTRODUCCIÓN

La producción intensiva del tomate (Solanum 
lycopersicum L.), tiene como principal limitante 
en su producción la presencia de insectos plagas, 
enfermedades y nematodos. El uso indiscriminado de 
productos químicos para reducir los daños causados 
por las mencionadas limitantes, producen organismos 
resistentes a sus compuestos activos, causando daños 
tanto al ambiente como a la salud humana (De Almeida 
et al. 2012). Los nematodos formadores de agallas, 
son patógenos con un amplio rango de huéspedes 
que incluye la mayoría de los cultivos de importancia 
económica global (Jones et al. 2013). Puesto que son 
de difícil control, es necesario prácticas dirigidas a un 
manejo integrado (Ferraz et al. 2010). De acuerdo con 
Charchar et al. (2003) el cultivo del tomate se destaca por 
ser uno de los principales hospederos de Meloidogyne, 
donde a lo largo de los años se han observado grandes 
pérdidas causadas por éste fitonematodo. 

Los suelos supresivos a nematodos son ejemplos de 
control biológico natural que incluyen antagonistas 
de nematodos con potencial para su uso en el manejo 
de dichos patógenos vegetales (Escudero y Lopez-
Llorca 2014). Estudios recientes demuestran la enorme 
capacidad que tienen los hongos endófitos para producir 
compuestos activos que le confieren protección a su 
hospedera contra el ataque de patógenos y herbívoros 
(Owen et al. 2016, Resquin-Romero et al. 2016), 
constituyendo una nueva vía para la obtención de 
diversos precursores o moléculas novedosas de utilidad 
en la agricultura y en la medicina (Sánchez-Fernández 
et al. 2013, Rios-Moreno et al. 2016, Lozano-Tovar et 
al. 2015). 

Se ha constatado que los HE poseen la capacidad 
de secretar compuestos tóxicos durante el ciclo de 
infección (Sánchez-Fernández et al. 2013; Resquín-
Romero et al. 2016). Estos compuestos pueden tener 
distintas propiedades bioactivas como son insecticida, 
acaricida, nematicida, antibiótica, antifúngica, 
citotóxica, mutagénica o ser factores de virulencia 
de estos agentes de control (Quesada-Moraga et al. 
2014), inducir efectos alelopáticos de su hospedera 
a través de la producción de metabolitos secundarios 
o aleloquímicos, también producir precursores o 
metabolitos secundarios con actividad biológica, cuya 
síntesis se atribuye a la planta (Sánchez-Fernández et 
al. 2013).

La destruxina A (dtx A), uno de los principales 
metabolitos secundarios producidos por el género 
Metarhizium, es importante para la actividad 
insecticida, la citotoxicidad y para el daño y la 
supresión de la inmunidad innata de los insectos (Ríos-
Moreno et al. 2016). La destruxina puede regular 

positivamente varias proteínas de estrés como caspasas 
en invertebrados, cuya activación desencadena la 
apoptosis (Garrido-Jurado et al. 2017). 

Los objetivos específicos de este trabajo son; evaluar la 
formación de agallas y la población (número de masa 
de huevos y huevos) de la generación 1 de Meloidogyne 
spp. en las raíces del cultivo temporalmente 
colonizadas por los hongos, determinar la extensión de 
la colonización endófita en raíces de tomate, y efectuar 
cortes histológicos para analizar la interacción HE/
tomate/nematodo formador de agallas. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Diagnóstico y localización: Las muestras de raíces, 
fueron recolectadas de una parcela destinada a 
multiplicación de inóculo, cultivada con lupino blanco 
(Lupinus albus L.), del Centro de Investigación 
“Hernando Bertoni” (CIHB), ubicado sobre Ruta II, 
km 48.5, en el municipio de Caacupé, departamento 
Cordillera, Paraguay. La instalación y evaluación del 
experimento, se llevó a cabo en el Laboratorio de 
Nematología del CIHB, en el Área de Protección Vegetal 
de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad 
Nacional de Asunción, y en el Departamento de 
Fitopatología del CIHB, en el período de 15 de febrero 
al 15 de julio de 2019.

Extracción de adultos hembras y cría de Meloidogyne 
sp: Se utilizaron huevos de hembras adultas de 
Meloidogyne spp. y agallas de plantas de tomate. Las 
hembras adultas se obtuvieron de raíces con agallas, 
utilizando la metodología de Carneiro et al. (2004). 
El inóculo del nematodo formador de agallas se crió 
en raíces de plantas de tomate (Solanum lycopersicum 
L. ‘Santa Clara’), durante 3 meses en condiciones de 
invernadero (25-30°C), sin control de fotoperiodo. Para 
la extracción de Especies de hongos endófitos (HE) y 
suspensiones: Se utilizaron las dos especies de hongos 
endófitos, (B. bassiana y M. brunneum, Ascomycetes, 
Hypocreales), de la colección de la micoteca del Área 
de Protección Vegetal de la Facultad de Ciencias 
Agrarias de la Universidad Nacional de Asunción. La 
aplicación y manejo de los tratamientos se realizaron 
según la metodología utilizada por Resquín-Romero 
et al. (2016). Cada especie se sub-cultivó en placas de 
Petri (Citotest, China) sobre medio de cultivo Papa-
Dextrosa-Agar (PDA), en una proporción de 4-20-
15 g l-1 de agua destilada, adicionando antibiótico, 
500 mg l-1 de sulfato de estreptomicina (Laboratorios 
ENCO, Argentina) durante 15 días a 25ºC en la 
oscuridad. Cada placa de Petri, se selló con Parafilm 
(American National Can, Chicago, IL.). Se prepararon 
suspensiones de conidios raspando conidios de cada 
especie cultivada, en una solución acuosa estéril de 
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Tabla 1. Distribución de los tratamientos y total de plantas utilizadas durante el estudio.

Tween 80 al 0,1% y se filtraron a través de un trozo de 
estopilla. Las suspensiones de conidios a ser utilizadas 
se ajustaron diluyendo los conidios con Tween 80 
al 0,1% hasta una concentración final de 1,0 x 108 
conidios ml-1 usando un hemocitómetro (Cámara de 
Neubauer BLAUBRAND®, Alemania).

Proceso de desinfestación, inoculación con HE y 
siembra de semillas: Las semillas de tomate (10 g) 
T-IAN V2 (Pytã guasú) de crecimiento determinado, 
fueron desinfectadas superficialmente. Para lograr esto, 
las semillas se sumergieron en etanol al 70% (v / v) 
durante 30 segundos, seguido de NaOCl al 1% durante 
1 min y se aclararon con agua esterilizada tres veces. 
Finalmente, se sumergieron nuevamente en etanol al 
70% (v / v) durante 30 segundos y se secaron bajo flujo 
de aire estéril por 2 h. Por último, agua de enjuague 
se colocó para evaluar la eficacia del procedimiento de 
desinfección de la superficie. Luego, se inocularon las 
semillas bajo campana de aislación con una suspensión 
de conidios a una concentración de 1,0 x 108 conidios 
ml-1 de cada especie (B. bassiana y M. brunneum) por 
separado. Posteriormente se dejó reposar por 1 h y luego 
se sembró. Las semillas se transfirieron a macetas de 
plástico 3000 cm3 de capacidad. Cada maceta se llenó 
con una mezcla (1:1) (60% de arena, 30% de arcilla, 
10% de limo, pH 6.0, autoclavada), más composta a 
base de Hortec®. Según la metodología desarrollada 
por Resquin-Romero et al. (2016), el sustrato se 
esterilizó en una autoclave durante 45 min a 121ºC 
durante tres veces con intervalos de 24 h asignados 
entre cada proceso de esterilización, y se dejó enfriar 
durante 24 h antes de la siembra. Se sembraron dos 
semillas por maceta y se mantuvo a una temperatura de 
27 ± 3ºC, 13 h de luz solar (intensidad de luz de 700 lx) 
y 11 h de oscuridad.

Inoculación en el área de la rizosfera de la planta: Una 

Tanto para formación de agallas y población de 
nematodos en las raíces, como para colonización de raíces 
por hongos entomopatógenos, la evaluación de cada 
planta se realizó a los 30 días después de la inoculación 

vez que las plantas alcanzaron una altura de 15 a 20 cm, 
se pipetearon las suspensiones con una concentración 
de 1,0 x 108 conidios ml-1 de cada especie (B. bassiana 
y M. brunneum) por separado, en hoyos de 2 a 3 cm en 
la zona de la rizosfera.

Combinación de inoculación en semillas y rizosfera: 
Se utilizaron nuevamente ambas especies de HE y 10 
g de semillas de tomate T-IAN V2 (Pytã guasú) y se 
procedió como se describió anteriormente, una vez que 
dichas plantas alcanzaron una altura de 15 a 20 cm, se 
aplicaron las suspensiones fúngicas en la zona de la 
rizosfera.

Proceso de inoculación con huevos de Meloidogyne 
sp: Cuando las plántulas, que fueron inoculadas con 
HE previamente, alcanzaron a tener 15 a 20 cm de 
altura, sus raíces fueron inoculadas con 500 huevos del 
nematodo de las agallas. Éstos fueron pipeteados con 
una suspensión de 1 ml y colocados en dos hoyos de 2 
a 3 cm (0,5 ml en cada hoyo) en el suelo alrededor de la 
base del tallo. Las plantas inoculadas se dispusieron en 
un diseño completamente aleatorio con 8 tratamientos 
y 20 repeticiones por tratamiento. Las plantas se 
mantuvieron en condiciones de invernadero a 25-30°C, 
se regaron durante un mes.

Diseño de tratamientos y total de plantas a utilizar: El 
experimento fue dispuesto en un diseño completamente 
aleatorio con ocho tratamientos y 20 repeticiones por 
cada tratamiento, siendo cada planta una repetición, 
como se detalla en la tabla 1. 

Variables evaluadas: Las variables evaluadas fueron: a) 
la formación de agallas y la población (número de masa 
de huevos, huevos) de nematodos en las raíces, b) la 
colonización de raíces por hongos entomopatógenos, y 
c) la interacción tritrófica a través de cortes histológicos.
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tratamientos y 20 repeticiones por cada 

tratamiento, siendo cada planta una repetición, 

como se detalla en el tabla 1.  

Variables evaluadas: Las variables evaluadas 

fueron: a) la formación de agallas y la 

población (número de masa de huevos, 

huevos) de nematodos en las raíces, b) la 

colonización de raíces por hongos 

entomopatógenos, y c) la interacción tritrófica 

a través de cortes histológicos. 

 

 

Tabla 1. Distribución de los tratamientos y total de plantas utilizadas durante el estudio. 

Concepto Tratamientos Plantas inoculadas 
30 DDIHN 

Beauveria 
bassiana 

BbS  Inoculación semillas 20 
BbR  Inoculación rizosfera 20 
BbC Combinación semillas-rizosfera 20 

Metarhizium 
brunneum 

MbS  Inoculación semillas 20 
MbR  Inoculación rizosfera 20 
MbC Combinación semillas-rizosfera 20 

Control TwS Control semilla con Tween 80 0,1% 20 
CA.  Control absoluto 20 

Total   160 
 

Tanto para formación de agallas y población 

de nematodos en las raíces, como para 

colonización de raíces por hongos 

entomopatógenos, la evaluación de cada planta 

se realizó a los 30 días después de la 

inoculación de huevos de nematodos 

(DDIHN). Para la evaluación se extrajo el 

sistema radicular de cada planta, se enjuagó 

bajo agua corriente, luego se midió la altura, 

longitud y el peso fresco de las plantas (Figura 

1). Luego se cuantificó el número de agallas, 

masa de huevos y huevos de las raíces de cada 

planta, utilizando un método de extracción 

modificado (Hussey y Barker 1973), como se 

ha descrito anteriormente, solo que para esta 

metodología se utilizó una solución de NaOCl 

al 1% por 1 minuto y la extracción se realizó 

con el uso de una licuadora y vertidas sobre 

filtros (de malla 60, 125 y 600 mesch) 

(Carneiro et al. 2004). Previa cuantificación 

del número total de agallas formadas en 

relación. La cuantificación de huevos de cada 

planta se realizó mediante un microscopio 

óptico (utilizando un sistema de Peters para 

cuantificación) realizándola en tres 

oportunidades o repeticiones. La cantidad de 

huevos se evaluó de un contenido (100 ml 

total) de volumen uniforme. 

Las evaluaciones población de referencia (Rf) 

fueron calculados como Rf = FP / IP, donde FP 

= población final de huevos de nematodos y IP 

= población inicial de huevos de nematodos 

(IP = 500). El valor de Rf se transformó como 

log10 (x + 1), se sometió a un análisis de 

varianza y las medias se separaron usando la 

prueba de LSD (P<0,05).  

de huevos de nematodos (DDIHN). Para la evaluación 
se extrajo el sistema radicular de cada planta, se enjuagó 
bajo agua corriente, luego se midió la altura, longitud y el 
peso fresco de las plantas (Figura 1). Luego se cuantificó 
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el número de agallas, masa de huevos y huevos de las 
raíces de cada planta, utilizando un método de extracción 
modifi cado (Hussey y Barker 1973), como se ha descrito 
anteriormente, solo que para esta metodología se utilizó 
una solución de NaOCl al 1% por 1 minuto y la extracción 
se realizó con el uso de una licuadora y vertidas sobre 
fi ltros (de malla 60, 125 y 600 mesch) (Carneiro et al. 
2004). Previa cuantifi cación del número total de agallas 
formadas en relación. La cuantifi cación de huevos de 
cada planta se realizó mediante un microscopio óptico 
(utilizando un sistema de Peters para cuantifi cación) 
realizándola en tres oportunidades o repeticiones. La 
cantidad de huevos se evaluó de un contenido (100 ml 
total) de volumen uniforme.

Las evaluaciones población de referencia (Rf) fueron 
calculados como Rf = FP / IP, donde FP = población 
fi nal de huevos de nematodos y IP = población inicial 
de huevos de nematodos (IP = 500). El valor de Rf se 
transformó como log10 (x + 1), se sometió a un análisis 
de varianza y las medias se separaron usando la prueba de 
LSD (P<0,05). 

Consideración: Los tratamientos se consideraron 
resistentes cuando Rf<1, mientras que aquellos para los 
que Rf >1 se consideraron susceptibles (S), según Sasser 
et al. (1984).

Corte histológico de la interacción tritrófi ca: Se realizaron 
estudios histológicos de la penetración en: a) raíces 
colonizadas, b) raíces colonizadas y las agallas (raíz), c) 
nematodo (hembra) solo. Se seleccionaron al azar tres 
pequeñas secciones de raíces por tratamiento y se fi jaron 
por inmersión en formalina tamponada neutra al 10% 
durante 24 horas y después se procesaron para su análisis 
histológico incrustando en parafi na. Las muestras se 
cortaron a un espesor de 2 a 3 µm con un micrótomo, se 
tiñeron con Acido Periódico-Schiff (PAS) y se examinaron 
bajo un microscopio óptico. El procedimiento y los 

cortes histológicos fueron realizados en el Departamento 
de Ciencias Patológicas de la Facultad de Ciencias 
Veterinarias, Universidad Nacional de Asunción con 
la colaboración de la Dra. Shyrley Paola Amarilla. La 
identifi cación de los diferentes tejidos se realizó de 
acuerdo con Landa et al. (2013) y Garrido-Jurado et al. 
(2016).

Transformación de datos para el análisis: Para el análisis 
de los resultados de la evaluación de formación de 
agallas y la población (número de masa de huevos, 
huevos) de nematodos en las raíces colonizadas por 
hongos entomopatógenos se transformaron en LOG 10 
(x+1) y la fórmula arcoseno (Arcosin=180*[Arcosin 
(Mortalidad 100-1)>0,5] �-1) se utilizó para transformar 
los valores del porcentaje de colonización por los 
hongos entomopatógenos sobre las masas de huevos y el 
parasitismo de huevos. Se realizó un Análisis de Varianza 
(ANAVA) y para conocer si existen diferencias se utilizó la 
prueba de rangos múltiples de LSD (nivel de signifi cación 
p>0,05). Los análisis se realizaron mediante el paquete 
estadístico Stadistix 10. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Evaluación de formación de agallas y la población 
(número de masa de huevos, huevos) de nematodos en las 
raíces de tomate: Se detectaron diferencias signifi cativas 
entre los parámetros de altura, longitud y peso fresco de 
parte aérea y raíces con Beauveria bassiana, respecto a 
los demás tratamientos, cuyos resultados se presentan en 
la Figura 1.

Cuando se comparó B. bassiana aplicada en la rizósfera, 
con los tratamientos de control Tween 80 en semilla (TwS) 
y el testigo absoluto (CA), el porcentaje de incremento en 
las citadas características agronómicas fue del 38,1% y 
21,3% para altura de planta; 42,8% y 29,1% para longitud 
de raíz; del 92,5% y 57,4% para peso de raíz; y del 79,4% 
y 42,5% para el peso foliar, respectivamente.

 
Figura 1. Valores de Medias (± SE) de altura, longitud de raíz y peso fresco de plantas de tomate para 

los 30 días. Las medias seguidas por la misma letra en las barras no difirieron 

significativamente según la comparación de contrastes en los modelos lineales 

generalizados (P. 0.05). 

 

Un número creciente de estudios han 

demostrado últimamente la capacidad de 

varios entomopatógenos fúngicos para 

promover el crecimiento de las plantas después 

del establecimiento endofítico (Jaber y Ownley 

2018). También se ha identificado a los 

ascomicetos patógenos como colonizadores de 

la rizosfera (Sasan y Bidochka 2012; Liao et 

al. 2014). Este trabajo demuestra que, en las 

cuatro variables agronómicas tenidas en 

cuenta, B. bassiana aplicada a la rizosfera, 

aportó un mayor incremento en la biomasa de 

toda la planta, en concordancia con (Jaber y 

Salem 2014) quienes demostraron que plantas 

de calabaza inoculadas con B. bassiana, no 

solo expresaron una incidencia y gravedad 

reducidas del virus del mosaico amarillo del 

calabacín (ZYMV, por sus siglas en inglés), 

sino que también aparecieron más vigorosas y 

se desarrollaron más rápido que las plantas de 

control no inoculadas. (Greenfield et al. 2016) 

encontraron diferencias en el éxito de la 

colonización y el crecimiento de plantas de 

mandioca tratadas con B. bassiana y M. 

brunneum. De manera similar, (Jaber y Enkerli 

2016; Jaber y Araj 2018) informaron que la 

colonización endofítica por los 

entomopatógenos fúngicos (B. bassiana y M. 

brunneum) inoculados mejoró varios 

parámetros de crecimiento de plantas 

muestreadas. A diferencia del presente trabajo, 

los autores recientemente mencionados, se 

centraron en el tratamiento de semillas en 

diferentes duraciones (2, 8 y 16 horas), 

concluyendo que el crecimiento de las plantas 

mejoró significativamente a medida que 

aumentó la duración del tratamiento de las 

semillas, independientemente de la cepa 

Figura 1. Valores de Medias (± SE) de altura, longitud de raíz y peso fresco de plantas de tomate para los 
30 días. Las medias seguidas por la misma letra en las barras no difi rieron signifi cativamente 
según la comparación de contrastes en los modelos lineales generalizados (P. 0.05).
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Un número creciente de estudios han demostrado 
últimamente la capacidad de varios entomopatógenos 
fúngicos para promover el crecimiento de las plantas 
después del establecimiento endofítico (Jaber y 
Ownley 2018). También se ha identificado a los 
ascomicetos patógenos como colonizadores de la 
rizosfera (Sasan y Bidochka 2012; Liao et al. 2014). 
Este trabajo demuestra que, en las cuatro variables 
agronómicas tenidas en cuenta, B. bassiana aplicada a 
la rizosfera, aportó un mayor incremento en la biomasa 
de toda la planta, en concordancia con (Jaber y Salem 
2014) quienes demostraron que plantas de calabaza 
inoculadas con B. bassiana, no solo expresaron una 
incidencia y gravedad reducidas del virus del mosaico 
amarillo del calabacín (ZYMV, por sus siglas en 
inglés), sino que también aparecieron más vigorosas y 
se desarrollaron más rápido que las plantas de control 
no inoculadas. (Greenfield et al. 2016) encontraron 
diferencias en el éxito de la colonización y el 
crecimiento de plantas de mandioca tratadas con B. 
bassiana y M. brunneum. De manera similar, (Jaber 
y Enkerli 2016; Jaber y Araj 2018) informaron que 
la colonización endofítica por los entomopatógenos 
fúngicos (B. bassiana y M. brunneum) inoculados 
mejoró varios parámetros de crecimiento de plantas 
muestreadas. A diferencia del presente trabajo, los 

A pesar de que ambas especies de HE utilizadas en 
el presente experimento colonizaron las plantas, 
causando incluso un incremento en la biomasa, 
comparado con las plantas no inoculadas, ninguna de 
las mencionadas especies presentó efecto supresivo 
alguno sobre la población de nematodos, alcanzando 
los números más altos de infección con número de 
agallas, masa de huevos y huevos.

Mwaura et al. (2017) describieron que cuando 
se inoculó B. bassiana junto con Ditylenchus 
destructor o Ditylenchus dipsaci, se observó una 
mayor reproducción de los nematodos y daños en el 

Tabla 2.  Número (Media ± SE) de agallas, masa de huevos, huevos y población de referencia (Rf) de 
Meloidogyne spp. en raíces de tomate que presentaron mayor porcentaje de colonización por 
Beauveria bassiana (BbC) y Metarhizium brunneum (MbC) en combinación.

autores recientemente mencionados, se centraron en 
el tratamiento de semillas en diferentes duraciones 
(2, 8 y 16 horas), concluyendo que el crecimiento de 
las plantas mejoró significativamente a medida que 
aumentó la duración del tratamiento de las semillas, 
independientemente de la cepa fúngica, datos que 
serían de mucha utilidad al tenerlos en cuenta para 
futuras investigaciones similares. (Raya–Díaz et al. 
2017) observaron que M. brunneum en dosis bajas, 
no presenta gran efecto, sin embargo, en dosis altas 
(5 x 108 conidios ml-1) aumentó la altura de la planta 
y la inflorescencia en girasol, aliviando también 
los síntomas de clorosis de Fe en plantas de sorgo. 
Considerando que la dosis utilizada en el presente 
experimento fue de 1 x 108 conidios ml-1, estos datos 
podrían ser muy útiles para el planteamiento de dosis 
a ser utilizada en próximos experimentos.

Para las variables de número de agallas, masa de 
huevos y huevos, se seleccionaron los tratamientos 
que presentaron un mayor porcentaje de colonización 
por hongos endófitos (Figura 2) y se compararon con 
los tratamientos de control (Tween 80 en semillas y 
testigo absoluto). El presente experimento, presentó 
interacciones significativas para M. brunneum y B. 
bassiana, principalmente en el número de huevos, los 
resultados se presentan en el tabla 2.
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Trat. 
30 DDIHN 

Agallasa,b 
(unidad) 

Masa de huevosa,b 
(Unidad) 

Huevosa,b 
(Unidad) 

RFa,b,c 

MbC 1,86 ± 0,14 A 2,17 ± 0,15 A 0,27 ± 0,02 A  0,90 
BbC 1,67 ± 0,13 AB 2,06 ± 0,14 AB 0,26 ± 0,01 A 0,84 
TwS 1.68 ± 0,03 AB 1,84 ± 0,03 AB 0,14 ± 0,01    B 0,38 
CA 1,45 ± 0,06    B 1,75 ± 0,09    B 0,20 ± 0,01    B   0,51 
a El nivel inicial de infestación fue de 500 huevos de nematodos por tratamiento. 
b Los números se refieren a la media de veinte repeticiones en cada prueba. Las medias seguidas por la misma 
letra en una columna (dentro de cada experimento) no difirieron significativamente según la comparación de 
contrastes en los modelos lineales generalizados (P. 0.05). 
c Todos los tratamientos presentan Rf>1, por tanto, son considerados resistentes (calculado Rf = FP / IP). 
 
A pesar de que ambas especies de HE 

utilizadas en el presente experimento 

colonizaron las plantas, causando incluso un 

incremento en la biomasa, comparado con las 

plantas no inoculadas, ninguna de las 

mencionadas especies presentó efecto 
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Mwaura et al. (2017) describieron que cuando 

se inoculó B. bassiana junto con Ditylenchus 

destructor o Ditylenchus dipsaci, se observó 

una mayor reproducción de los nematodos y 

daños en el tubérculo, además, el peso del 

tubérculo se redujo significativamente cuando 

los nematodos estaban presentes junto con B. 

bassiana. Si bien los valores promedios de 

población de referencia (Rf) indican que todos 

los tratamientos son considerados resistentes 

tubérculo, además, el peso del tubérculo se redujo 
significativamente cuando los nematodos estaban 
presentes junto con B. bassiana. Si bien los valores 
promedios de población de referencia (Rf) indican que 
todos los tratamientos son considerados resistentes 
(Rf > 1), se debe tener en cuenta que la evaluación se 
realizó a los 30 días, donde se estima que Meloidogyne 
apenas cumplió un primer ciclo de vida y los HE 
tuvieron el tiempo de colonizar e interactuar con la 
planta hospedera para ejercer mecanismos antagónicos 
contra el nematodo en nivel de infestación bajo (500 
huevos ml-1). El nivel de infección por el nematodo, 
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sugiere que evaluaciones posteriores fácilmente 
arrojarían valores de Rf mayores a 1, donde todos los 
tratamientos serían considerados susceptibles. La baja 
efi cacia de algunas cepas fúngicas nematófagas contra 
los nematodos formadores de agallas en las raíces 
de tomate, en comparación con otros huéspedes, ya 
se ha informado (Stirling et al. 1979; Bourne et al. 
1996). Aún queda mucho por conocer y entender 
sobre las formas de colonización, condiciones para 
el establecimiento y  modo de acción de los hongos 
endófi tos, así como también sobre las rutas por 
las cuales los nematodos manipulan a sus plantas 
hospederas, pero la dinámica del ecosistema del suelo 
difi culta el análisis de la importancia de los factores 
individuales y sus interacciones, y la mayoría de las 
investigaciones se han basado en el análisis in vitro de 
las características individuales (Perry et al. 2009). En 
un trabajo similar, pero con otras especies de hongos, 
Silva et al. (2017) sugirieron que los huevos dentro 
de la matriz gelatinosa pueden ser menos susceptibles 
que los huevos individuales a la infección por especies 
de hongos, y que el uso de hongos nematófagos como 
un enfoque independiente no sería aconsejable, pero 
podrían usarse como parte de un programa de manejo 
integrado para M. enterolobii en cultivos de tomate 
cuando la población de nematodos es baja. Se cree 
que los nematodos de los nudos de las raíces secretan, 
a través de la cutícula, enzimas antioxidantes pueden 
proteger al nematodo de la respuesta oxidativa del 
huésped a la infección del nematodo (Robertson et 
al. 2000; Prior et al. 2001; Jones et al. 2004). Huang 
et al. (2006) y Mitchum et al. (2008) indicaron 

que los nematodos de nudo de raíz y de quiste han 
desarrollado estrategias de mimetismo de plantas para 
interferir con las vías de señalización del desarrollo 
de las células vegetales. De acuerdo a los resultados 
obtenidos en este trabajo, se sugiere el ajuste de las 
horas de inoculación de semillas y de las dosis en la 
suspensión de conidios de He, basados en los trabajos 
realizados por Jaber y Enkerli (2016); Raya-Díaz et 
al. (2017).

Para la colonización de raíces por HE en plantas de 
tomate (Figura 2), todos los tratamientos considerados 
para ambas especies de hongos utilizados en este 
trabajo, pudieron colonizar endofíticamente las raíces 
de plantas de tomate, resaltando los tratamientos 
en combinación inoculación en semillas y posterior 
aplicación del inóculo en la rizosfera, alcanzando los 
mayores valores de media de colonización.

En primer lugar, se apreció a BbC cuya media 
corresponde a un 38% de colonización, seguido en 
segundo lugar, por MbC con una media equivalente 
al 29% de colonización. Los demás tratamientos para 
ambas especies de HE, presentaron valores de media que 
oscilaron entre el 7% y el 12% de colonización. Estos 
resultados coinciden con los obtenidos por Tefera y Vidal 
(2009); Quesada-Moraga et al. (2009); Gurulingappa et 
al. (2010); Biswas et al. (2012); Resquín-Romero et al. 
(2016); Garrido-Jurado et al. (2017); Jaber y Araj (2018) 
quienes reportaron la colonización endofítica exitosa de 
varias plantas usando diferentes métodos de inoculación 
tales como pulverización foliar, suelo empapado o 
aderezo de semillas.
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Figura 2. Valores de media (± SE) de colonización de raíces por B. bassiana y M. brunneum, para los 

30 días. Las medias seguidas por la misma letra en las barras no difirieron 
significativamente según la comparación de contrastes en los modelos lineales 
generalizados (P. 0.05). 
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Si bien en el presente experimento no se 
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Resultados similares fueron obtenidos por 
Greenfield et al. (2016) quienes observaron que 
mediante inoculación en el área de la rizosfera 
resultó en la colonización endofítica de las 
raíces de mandioca por Beauveria bassiana 
y Metarhizium anisopliae, destacando que los 
niveles de colonización de M. anisopliae se 
mantuvieron constantes de 7 a 49 días después 
de la inoculación (80%), sugiriendo que tiene 
mayor capacidad de persistir en el suelo. Jaber 
y Enkerli (2016) encontraron que el porcentaje 
de colonización de diferentes partes de la 
planta (raíz, hoja y tallo) muestreadas 14 y 
28 días después de la inoculación aumentó a 
medida que la duración del tratamiento de la 
semilla también aumentó. Si bien en el presente 
experimento no se trabajó en la duración de la 
inoculación, podría establecerse una relación 
donde el mayor porcentaje de colonización y la 
repetición de la aplicación de los tratamientos en 

En las Figuras 4 y 5, se observó a la hembra 
adulta de Meloidogyne spp. sin ningún indicio 
de haber sido colonizada o alcanzada por ningún 
tipo de estructura fúngica de B. bassiana. 
Tampoco se logró observar la presencia de 
dichas estructuras fúngicas, en los tejidos de la 
raíz. Teniendo en cuenta que, según las pruebas 
realizadas, todos los tratamientos considerados 
para ambas especies de hongos utilizados en 
este trabajo, pudieron colonizar endofíticamente 

semilla y posteriormente en la rizosfera podría 
equivaler a una dosis más alta de conidios, o 
un tratamiento de mayor duración en horas, 
estando de acuerdo con (Jaber y Ownley 2018; 
Raya-Díaz et al. 2017) quienes demostraron que 
el método de inoculación afecta la eficiencia 
de la colonización y las altas tasas de inóculo 
suelen ser óptimas para mejorar los niveles de 
colonización.

Corte histológico de la interacción tritrófica: 
En las Figuras 3, 4 y 5 se logra apreciar a las 
raíces de tomate infectadas, conteniendo en su 
interior a hembras adultas de Meloidogyne spp. 
La Figura 3 corresponde al testigo absoluto 
(CA), donde se observó a dos hembras adultas 
(a), intactas cumpliendo su ciclo de vida. 
Además, no se observó presencia alguna de otro 
microorganismo extraño a los considerados en 
cada tratamiento.

a una dosis más alta de conidios, o un 

tratamiento de mayor duración en horas, 

estando de acuerdo con (Jaber y Ownley 2018; 

Raya–Díaz et al. 2017) quienes demostraron 

que el método de inoculación afecta la 

eficiencia de la colonización y las altas tasas de 

inóculo suelen ser óptimas para mejorar los 

niveles de colonización. 

Corte histológico de la interacción tritrófica: 

En las Figuras 3, 4 y 5 se logra apreciar a las 

raíces de tomate infectadas, conteniendo en su 

interior a hembras adultas de Meloidogyne spp. 

La Figura 3 corresponde al testigo absoluto 

(CA), donde se observó a dos hembras adultas 

(a), intactas cumpliendo su ciclo de vida. 

Además, no se observó presencia alguna de 

otro microorganismo extraño a los 

considerados en cada tratamiento. 
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según las pruebas realizadas, todos los 

tratamientos considerados para ambas especies 

de hongos utilizados en este trabajo, pudieron 

colonizar endofíticamente las raíces de plantas 

de tomate, la ausencia de estructuras de HE en 

las imágenes presentadas, podría deberse a una 

situación azarosa de haber realizado el corte en 

zonas de la raíz donde no hubo colonización, 

ya que los valores no fueron superiores al 38% 

Figura 3. A. Corte transversal de dos nematodos en la raíz perteneciente al testigo absoluto (CA). Pared 
celular y celdas con estructura conservada. PAS 5X.

las raíces de plantas de tomate, la ausencia de 
estructuras de HE en las imágenes presentadas, 
podría deberse a una situación azarosa de haber 
realizado el corte en zonas de la raíz donde no 
hubo colonización, ya que los valores no fueron 
superiores al 38% para B. bassiana ni al 29% 
para M. brunneum. No obstante, se considera 
que ninguna de las especies de HE en estudio, 
pudieron tener efecto alguno sobre Meloidogyne 
spp. 
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Figura 4. Corte histológico de raíz de tomate, perteneciente al tratamiento con Beauveria bassiana. 
A. Corte transversal de un nematodo en la raíz (N). Se identifica una cavidad con estructura 
comprimida de nematodo y otras cavidades sin contendido alguno (C). Pared celular y celdas 
con estructura conservada. PAS 5X. B. Corte transversal de un nematodo en la raíz. Se 
identifica su cutícula, cavidad celómica rellenada por restos celulares conservados. PAS 40X.

Figura 5. Corte histológico de raíz de tomate, perteneciente al tratamiento con Metarhizium brunneum. 
A. Corte transversal de un nematodo en la raíz (N). Pared celular y celdas con estructura 
conservada. PAS 5X. B. Corte transversal de un nematodo en la raíz. Se identifica su cutícula, 
cavidad celómica rellenada por restos celulares conservados. PAS 40X.

CONCLUSIÓN

En las condiciones en que se desarrolló el presente 
trabajo, se concluye que:

La colonización de Beauveria bassiana y Metarhizium 
brunneum incrementa la biomasa de plantas de 
tomate. Beauveria bassiana y Metarhizium brunneum 
no son eficaces en la reducción de la población de 
Meloidogyne spp.
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