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EFECTO DE  Beauveria bassiana y  Metarhizium anisopliae EN EL CONTROL
DEL NEMATODO DEL NUDO RADICAL  DEL CAFÉ

Jairo Eduardo Leguizamón-Caycedo*; Beatriz Elena Padilla-H **

RESUMEN

LEGUIZAMÓN C., J.E.; PADILLA H., B.H. Efecto de Beauveria bassiana  y Metarhizium anisopliae en el
control del nematodo del nudo radical del café. Cenicafé 52(1):29-41. 2001

En Cenicafé se han encontrado resultados promisorios en el control del nematodo del nudo radical   Meloidogyne
spp. con microorganismos antagonistas como los hongos Paecilomyces lilacinus y  Verticillium
chlamydosporium. En esta investigación se midió el antagonismo de  B. bassiana y M. anisopliae sobre
diferentes estadios y se hicieron pruebas de patogenicidad  in vitro , in vivo y en almácigo sobre huevos de
Meloidogyne spp. Se evaluaron las variables, huevos sanos, número de estadios juveniles, mortalidad corregida
y grado de infección. Se observaron muestras de microcultivos de cada hongo sobre huevos de Meloidogyne
spp al microscopio óptico de luz y electrónico de barrido. En las pruebas de patogenicidad in vitro  el análisis
de varianza mostró diferencias significativas entre tratamientos al 5%, resultando mejor el control con M.
anisopliae. In vivo se detectaron diferencias significativas entre el testigo y las dosis evaluadas de ambos hongos
al 5%, y a mayor dosis hubo mejor control. La microscopía óptica de luz y electrónica de barrido evidenció el
parasitismo sobre estadios de Meloidogyne spp. La evaluación en almácigo mostró menor grado de infección
con las aplicaciones a partir de la dosis de 3g de cada uno de los hongos y el tratamiento químico, los cuales fueron
diferentes estadísticamente con el testigo y mostraron potencial promisorio para el control de Meloidogyne spp.
en almácigos de café.

Palabras claves: Control biológico, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, hongos entomopatógenos,
nematodo del nudo radical,  Meloidogyne spp.

ABSTRACT

Researches with antagonistic microorganisms for the knot root nematode control Meloidogyne spp. such as
Paecilomyces lilacinus and Verticillium chlamydosporium were carried out in Cenicafé. In this investigation
B. bassiana and M. Anisopliae antagonisms on different stages were measured and pathogenicity tests in vitro ,
in vivo and under nursery conditions were made on  Meloidogyne spp. eggs.  The variables, healthy eggs, number
of young stages, corrected mortality and infection degrees were assessed. Microcultures samples of every
fungus on  Meloidogyne spp. eggs were observed at light and scanning electron microscope.  In the
pathogenicity   in vitro  tests the variance analysis exhibited substantial differences among treatments at 5%,
being control with M. anisopiae the best one. Meaningful differences (5%) in in vivo tests between the control
and the evaluated doses for both fungi at 5% were detected, and it was also observed that the higher the dose
the better the control.  Both light and scanning electron microscopy evidenced parasitism on  Meloidogyne spp.
stages.  The evaluation in nursery exhibited lower infection degree with applications from 3g of each fungi and
the chemical treatment, which were different with respect to the control and exhibited promising potential for
Meloidogyne spp. control in coffee nurseries.

Keywords:  Biologic control,  Beauveria bassiana,  Mertarhizum anisopliae, enthomopathogenic fungi, knot
root nematode, Meloidogyne spp.
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El nematodo del nudo radical Meloidogyne
spp, es un patógeno de amplia distribución
geográfica, con una gran variedad de
hospedantes, diversidad de especies y causante
de grandes pérdidas en algunas zonas cafeteras
del mundo. En Colombia se registró la reduc-
ción de la  producción de 78g de café cereza por
planta  por cada 1% de infección en la etapa de
almácigo y posterior siembra en lotes infesta-
dos (8,17,18).

Es importante enfocar las medidas de con-
trol de éste patógeno a la etapa de almácigo,
período en el cual se presenta mayor suscepti-
bilidad al ataque. Cuando una planta sana supera
esta  etapa  las  cantidades   naturales del
nematodo presentes en el suelo, no afectan la
productividad final del cultivo (18)

En cuanto a medidas de control,  Cenicafé
recomienda el manejo integrado en el cual se
incluye la utilización de suelo más pulpa, las
micorrizas, la solarización, el control biológi-
co y en algunos casos, la aplicación de
nematicidas (18). Actualmente se adelantan
diversos estudios para determinar el potencial
del control biológico en nematodos empleando
sus enemigos naturales como la bacteria
Pasteuria penetrans (7)  y los hongos
Paecilomyces lilacinus (7, 13) y Verticillium
chlamydosporium (7, 14), que han mostrado
resultados excelentes, reduciendo considera-
blemente  poblaciones de Meloidogyne spp.
(5, 10, 11, 15, 16, 20, 26).

Son pocos los estudios realizados con los
hongos B. bassiana y M. anisopliae  para el
control de Meloidogyne spp. Mosquera y Mur-
cia en 1997 (21), evidenciaron el control de
Meloidogyne spp. en guayabo Psidium guajaba
con el hongo B. bassiana. Morgan Jones y
Rodriguez Kabana citados por Sidiiqui en 1996
(24), registran el género Metarhizium entre
los hongos biocontroladores de nematodos.
Por lo anterior  y con base en resultados
exploratorios obtenidos con estos hongos, se

planteó esta investigación  con el objetivo de
determinar la patogenicidad in vitro e  in vivo
de B. bassiana y M. anisopliae y realizar ade-
más, observaciones microscópicas de su para-
sitismo sobre huevos de Meloidogyne spp.,
para evaluar el efecto de estos hongos en el
control del nematodo del nudo radical del café
en condiciones de almácigo.

MATERIALES Y MÉTODOS

Previamente se incrementó la población de
Meloidogyne spp. en  raíces de plantas de
tomate variedad Rutgers, sembradas en suelo
de la Unidad Chinchiná, esterilizado en autocla-
ve durante  30 minutos a 15 libras de presión y
121°C. Los hongos B. bassiana (Cenicafé
9205) y M. anisopliae (Cenicafé 9236) se
incrementaron en sustrato de arroz, siguiendo
la metodología propuesta por Antía en 1992
(1). Esta investigación se adelantó en Cenicafé
y se desarrollo así:

ETAPA 1. Pruebas de patogenicidad in vitro.
Para la realización de estas pruebas se empleó
la metodología descrita por Cardona en 1995
(7). Se determinó la concentración de esporas
por mililitro para cada uno de los hongos culti-
vados en arroz y se ajustó a 5,5x107 esporas por
mililitro para B. bassiana y a 9x107 esporas por
mililitro para M. anisopliae. Los huevos de
Meloidogyne spp. utilizados en esta etapa se
obtuvieron según la metodología descrita por
Hussey y Barker, citada por Barker (3), ajustada
a una concentración de 200 huevos por mililitro.
Las suspensiones de huevos y de los hongos se
dejaron en agitación magnética constante hasta
su uso.

De la suspensión de esporas de cada uno de
los hongos se tomaron 3ml, los cuales se depo-
sitaron en cajas de Petri y se les adicionó 1ml
de la suspensión de huevos. Para cada uno de los
hongos se utilizaron diez cajas que contenían
sólo la suspensión de huevos como testigo. Las
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cajas se incubaron a temperatura ambiente du-
rante 7 días, tiempo en el cual se evaluó la
patogenicidad al  microscopio invertido con
los objetivos de 10X y 25X, adicionando a cada
caja 15 gotas de azul de lactofenol.

En esta prueba se utilizó un diseño comple-
tamente al azar con 2 tratamientos y 20 repeti-
ciones. La unidad experimental  la constituyó  la
suspensión de esporas y de huevos dispuestos
en una caja de Petri. La variable evaluada fue el
número de huevos sanos. La variable mortali-
dad corregida se determinó por la diferencia
entre  los huevos sanos encontrados  en el
tratamiento evaluado con los del testigo, apli-
cando la siguiente fórmula:

La variable mortalidad corregida se procesó
mediante análisis de varianza y  prueba de com-
paración de Tukey al 5%.

ETAPA 2. Evaluación de dosis in vivo de
B. bassiana y M. anisopliae en el control de
Meloidogyne spp. en suelo. Se evaluó el para-
sitismo de dosis crecientes de los hongos B.
bassiana y M. anisopliae cultivado en arroz,
sobre una cantidad constante de huevos de
Meloidogyne spp, en suelo estéril, determi-
nando así su patogenicidad in vivo.

Se inocularon separadamente los hongos B.
bassiana y M. anisopliae en dosis de 2, 4, 6, 8,
16 y 32g de arroz colonizado por el hongo en
vasos plásticos que contenían 150g de suelo de
la Unidad Chinchiná esterilizado en autoclave
durante 30 minutos a 15 libras de presión y
121°C.

Los hongos se utilizaron en las siguientes
concentraciones: 2,4 x 109 esporas por gramo

para B. bassiana y de 8,6 x 108  esporas por
gramo para M. anisopliae. Estos se dejaron en
incubación durante 10 días a temperatura am-
biente y después de este período, se inoculó
cada uno de los tratamientos con 5ml que con-
tenían 2500 huevos de Meloidogyne spp, sus-
pendidos en agua estéril y obtenidos mediante
la metodología descrita por Hussey y Barker,
citada por Barker en 1985 (3).

La evaluación se realizó a los 10 días des-
pués de la inoculación de los nematodos, to-
mando el contenido de cada vaso por tratamien-
to y procesándolo mediante la metodología del
tamiz plástico - papel facial doble  modificado
por Baeza y Leguizamón en 1973, del método
“filtro de algodón” de Oostenbrink (2).

En esta etapa se empleó un diseño comple-
tamente al azar  para cada uno de los hongos, con
6 tratamientos y 10 repeticiones por tratamien-
to. La unidad experimental  fue el vaso con 150g
de suelo. Se evaluó la variable mortalidad co-
rregida mediante la recuperación de formas
activas que determinó el grado de parasitismo
de los hongos sobre los huevos de Meloidogyne
spp. La información obtenida se procesó utili-
zando la fórmula de Schneider - Orelli, la cual
corrige los valores por mortalidad del testigo:

ETAPA 3. Evaluación en almácigo. Se
evaluaron en condiciones de almácigo diferen-
tes dosis de arroz colonizado por los hongos B.
bassiana y M. anisopliae, seleccionadas con
base en los valores obtenidos en la etapa 2,
empleando por planta: 1,5; 3,6 y 12g y se com-
pararon con un testigo no tratado. El control
efectuado se comparó con el nematicida co-
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mercial Furadan®  en dosis recomendadas para
café.

Como sustrato se utilizó suelo de la unidad
Chinchiná, esterilizado en las instalaciones del
CIAT (Palmira, Valle), en autoclave a 121°C a
15 libras de presión, durante 1 hora; de este se
tomó  1700g y se depositó en materos de 2kg de
capacidad. En cada uno de los materos se
transplantó una planta de café  de la variedad
Caturra.

Las dosis seleccionadas de los hongos se
inocularon el mismo día del transplante de las
plantas de café. En cada matera se sembró una
planta  y antes de cubrirla con el suelo y alrede-
dor de esta, se depositó la cantidad de inóculo
del hongo de acuerdo al tratamiento. A los 15
días después del transplante se inocularon 2500
huevos de Meloidogyne spp obtenidos (3).

El producto químico Furadan® se aplicó 10
días después de inoculados los nematodos en
dosis de 1g del producto por matero. Éste se
aplicó en corona sobre la superficie del suelo y
alrededor de la planta.

Las plantas se regaron diariamente y se
fertilizaron con fosfato diamónico (DAP) 2g/
planta a los 3 meses y con urea 10g/L en aplica-
ción foliar, 3 veces a partir del tercer mes cada
15 días, según practicas de manejo de almácigos
de café.

La unidad experimental la
conformó una planta de café
sembrada en una matera de
1700g de suelo estéril. Se eva-
luaron 6 tratamientos por hon-
go con 20 repeticiones, dis-
tribuidos en un diseño com-
pletamente al azar.

Para la calificación de tra-
tamientos se evaluó la varia-

ble porcentaje de infección, a los 130 días de
inoculados los nematodos, utilizando la escala
de calificación  adoptada por la Universidad de
Carolina del Norte en el proyecto internacional
de Meloidogyne  spp y modificada por
Leguizamón para café (17) (Tabla 1). Los datos
obtenidos  se procesaron  mediante un análisis
de varianza unifactotrial por rangos de Kruskal
– Wallis, prueba descrita por Siegel y Castellán
en 1995 (25), en estadística no paramétrica.
Los tratamientos se compararon mediante la
ecuación que ejecuta la prueba de comparación
múltiple:

N= Número total de observaciones entre
todos los tratamientos

n
u
=Número total de observaciones para el

tratamiento u
n

v
=Número total de observaciones para el tra-

tamiento v
=Diferencias de medidas de los ran
gos de los tratamientos a comparar.
= Es el valor de abcisa de la distribu
ción normal sobre el cual se ubica el
porcentaje de la distribución

<<3>>

Grado Descripción

1 Ausencia de daño
2 Con  una nudosidad y hasta 10% de las raíces laterales afectadas.
3 Entre el 11% y el 25% de las raíces laterales con nudosidades.
4 Entre el 26 % y el 50% de las raíces laterales con nudosidades.
5 Entre el 51 % y el 75% de las raíces laterales con nudosidades.
6 Más del 76% de las raíces laterales con nudosidades.

Tabla 1. Escala de calificación  para la infección de Meloidogyne spp. en raíces de
café (17).
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ETAPA 4. Observación en Microscopía
Óptica de Luz y Electrónica de Barrido. El
objetivo de esta etapa fue observar el parasitis-
mo que ejercen B. bassiana y M. anisopliae
sobre huevos de Meloidogyne spp. en condi-
ciones in vitro.

Las observaciones se realizaron a partir de
microcultivos de estos hongos los cuales se
prepararon en portaobjetos de vidrio cubiertos
con agar agua al 1,5%, adicionando 500
microlitros de la suspensión de esporas de los
hongos y posteriormente 500 microlitros de la
suspensión de huevos de Meloidogyne spp.
Los microcultivos se colocaron dentro de una
caja de Petri preparada como cámara húmeda,
con el propósito de inducir la esporulación del
hongo y se dejaron bajo condiciones de labora-
torio a una temperatura promedia de 22±2°C.

Para la técnica de microscopía óptica de luz
los microcultivos se tiñeron con azul de
lactofenol antes de la evaluación, para detener
la germinación y visualizar mejor el parasitis-
mo. Diariamente y durante una semana, se ob-
servó al microscopio de luz con los objetivos
10X, 40X y 100X el parasitismo de los hongos
sobre huevos del nematodo. Se seleccionaron
algunas de las muestras para su observación  al
microscopio electrónico de barrido.

Para la técnica de Microscopía Electrónica
de Barrido, las muestras seleccionadas se pro-
cesaron en el CIAT de acuerdo a la metodología
empleada en la Unidad de Microscopía, así: las
muestras se fijaron en glutaraldehido al 2,5%
por 15 horas y luego se lavaron con buffer
fosfato de sodio 0,2M durante 10 minutos.

Posteriormente se deshidrataron en etanol
a 25%, 50% y 75%, por periodos de 20 minutos
en cada uno de los alcoholes y 3 veces por 20
minutos en etanol al 100%. Posteriormente las
muestras se colocaron en el secador de punto
critico y luego se recubrieron con oro.

RESULTADOS  Y DISCUSIÓN

ETAPA 1. Pruebas de patogenicidad in
vitro. El análisis de varianza para la variable
huevos de Meloidogyne spp. recuperados de-
tectó diferencias estadísticas significativas al
5% entre tratamientos y entre tratamientos y el
testigo. En la Tabla 2 se observa como B. bas-
siana y M. anisopliae redujeron signifi-
cativamente la población de estadios de
Meloidogyne spp, siendo mayor esta reduc-
ción con M. anisopliae.

Como se aprecia en la Tabla 3, se detectaron
diferencias estadísticas significativas al 5%,
con la variable porcentaje de mortalidad corre-
gida entre tratamientos, mostrando mayor efec-
tividad en el control de Meloidogyne spp., el
hongo M. anisopliae. B. bassiana también con-
troló Meloidogyne spp y fue significativamente
diferente al testigo.

Esta prueba  permitió observar que los hon-
gos  B. bassiana  y M. anisopliae  tienen la
capacidad de parasitar huevos de Meloidogyne
spp en condiciones de laboratorio, los cuales
son comparables con los resultados de
patogenicidad in vitro (70%) obtenidos por
Hincapié (14), utilizando el hongo  V.
chlamydosporium, el cual se ha registrado con
un alto potencial biocontrolador contra
Meloidogyne spp. Además, los resultados indi-

Tratamiento         Número promedio de huevos
            de Meloidogyne spp.

B. bassiana 37,9 b*

M. anisopliae 25,3 c
Testigo (sin inocular) 103,2 a
CV % 17,8

Tabla 2. Número promedio de estadios de Meloidogyne spp.
observados después de permanecer 7 días en contacto con
una suspensión acuosa de esporas de B. bassiana y M.
anisopliae en cajas de Petri de 5cm de diámetro .

*Letras iguales no difieren estadísticamente según
Tukey al 5%.
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can buenas perspectivas de estos hongos  para
ser evaluados en condiciones de almácigo, eta-
pa en la cual deben llevarse a cabo las medidas
de control  de nematodos.

ETAPA 2.  Evaluación de dosis in vivo. El
análisis de varianza detectó diferencias signifi-
cativas al 5%  entre el testigo y las dosis evalua-
das, así como entre las dosis de los hongos B.
bassiana y M. anisopliae.

En la Tabla 4 se observa cómo a medida que
se incrementó la dosis de arroz colonizado por
B. bassiana y M. Anisopliae se redujo la pobla-
ción de estadios juveniles de Meloidogyne spp.
Aunque las dosis menores redujeron la pobla-

ción, en relación con el testigo, las mayores
dosis de los hongos fueron significativamente
diferentes a éstas y ejercieron un mejor control
de la población de nematodos en el suelo.

En la Tabla 5 se observa cómo los porcenta-
jes de mortalidad de estadios infectivos de
Meloidogyne spp.  fueron superiores a medida
que las dosis de los hongos fueron más altas,
presentándose una relación directa entre la do-
sis y la mortalidad del nematodo. De acuerdo
con los resultados anteriores se podrían selec-
cionar las dosis menores de estos hongos cul-
tivados en arroz  (porcentaje de mortalidad
mayor del 50%), para realizar evaluaciones en
condiciones de almácigo y poder determinar el
control  del daño radical ocasionado por
Meloidogyne spp. Teniendo en cuenta que con
la utilización de dosis pequeñas el control bio-
lógico puede ser más rentable, se realizaron las
conversiones de la dosis mínima evaluada in
vivo para 1700g de suelo (almácigo) y a partir
de ese valor se evaluaron 3 dosis menores.

Los resultados obtenidos son comparables
a las investigaciones realizadas utilizando otros
biocontroladores (12, 13), lo cual permite que
el manejo integrado de nematodos pueda apo-
yarse en el uso de estos hongos entomo-
patógenos. El potencial de B. bassiana como

Tabla 3. Promedio del porcentaje de mortalidad de estadios
de Meloidogyne spp. observados después de permanecer  7
días en contacto  en suspensión acuosa de esporas  de B.
bassiana y M. anisopliae en cajas de Petri de 5cm de
diámetro.

Tratamiento Promedio del porcentaje de
mortalidad corregida de huevos de
Meloidogyne spp.

B. bassiana 63,3 b*

M. anisopliae 75,5 c
Testigo (sin inocular) 0,0
CV % 20,68

*Letras iguales no difieren estadísticamente según
Tukey al 5%.

+Promedios con letras iguales no difieren estadísticamente según Tukey
al 5%.

DOSIS
(gramos de arroz
colonizado  por el hongo) B. bassiana M. anisopliae

J2/150 g de suelo J2/150 g de suelo

 0 (Testigo) 969,5 a+ 660,4 a
2 346,3 b 315,4 b
4 246,5 b 237,7 bc
6 172,0 bc 130,0 cd
16 34,7 c 87,5 d
32 50,0 c 57,8 d
C.V % 45,51 37,89

Tabla 4. Promedio del número de estadios juveniles (J2)  de   Meloidogyne spp.
extraídos de suelo inoculado con diferentes dosis de B. bassiana y M.
anisopliae en sustrato de arroz.
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controlador de nematodos fue registrado  por
Mosquera y Murcia (21), quienes al usar trata-
mientos con este hongo encontraron  disminu-
ción de la población de nematodos en cultivos
de guayaba (21).

Aunque son pocos los estudios realizados
con B. bassiana y M. anisopliae para el control
de Meloidogyne spp, el potencial de estos
puede deberse a su habilidad biocontroladora
contra patógenos del suelo. Estos hongos se
han registrado  infectando  larvas de coleópteros
que se alimentan de las raíces de plantas (19) y
el antagonismo de M. anisopliae contra dife-
rentes insectos plagas del suelo ha sido demos-
trado por Ferron (12) y Zimmerman (27).

El ecosistema del suelo puede proveer mu-
chas condiciones favorables para que sobrevi-
van los hongos, entre ellas, la protección a la
radiación solar (19). Cuando M. anisopliae se
aplica al campo, la germinación, crecimiento,
esporulación y supervivencia son favorecidas
por los nutrimentos presentes en los exudados
de las raíces, suelo y superficie de los
hospedantes (22). El antagonismo de B. bas-
siana y M. anisopliae sobre insectos plagas
del suelo puede servir de referencia por su
supervivencia en este ambiente para ser utiliza-
dos con otros patógenos del suelo como es
Meloidogyne spp; parasitismo que se  compro-
bó en esta investigación.

Etapa 3. Evaluación en almácigo. Grado de
infección de Meloidogyne spp en plantas de
la variedad Caturra. El análisis de varianza
unifactorial por rangos de Kruskal - Wallis
detectó diferencias estadísticas (P > 0,05) en-
tre tratamientos para la variable grado de infec-
ción causado por Meloidogyne spp a las raíces
del cafeto. En las evaluaciones con B. bassiana
el tratamiento que presentó un mayor grado de
infección fue aquel en el cual no se aplicó el
hongo (testigo), que resultó igual
estadísticamente al tratamiento con 1,5g del
hongo, pero difirió estadísticamente (P> 0,05)
de los demás tratamientos. Este mismo trata-
miento no difirió estadísticamente del trata-
miento de 3g del hongo y el testigo, pero sí de
los demás. Los tratamientos que causaron dis-
minución en el grado de infección fueron aque-
llos en los cuales se aplicaron 3, 6 y 12g del
hongo y 1g de Furadan®,  y presentaron dife-
rencia estadística (P > 0,05) con el Testigo que
sólo recibió la aplicación de nematodos, sin el
hongo (Tabla 6).

En las evaluaciones con M. anisopliae el
Testigo sin aplicación del hongo fue
estadísticamente diferente (P>0,05) a los de-
más tratamientos, encontrándose un disminu-
ción en el grado de infección de Meloidogyne
spp con los tratamientos que se les aplicó 1,5;
3; 6 y 12g del hongo y 1g de Furadan®. Los
tratamientos con aplicaciones de 1,5 y 3g del

Dosis B. bassiana M. anisopliae
(gramos de arroz colonizado por el hongo) % de mortalidad corregida % de mortalidad corregida

0 (Testigo) 0,0 c* 0,0
2 64,28 b 52,24 c
4 74,58 b 64,01 bc
8 82,26 ab 80,32 ab
16 96,42 a 86,75 a
32 94,84 a 91,25 a
C.V % 20,70 22,81

Tabla 5. Promedio del porcentaje de mortalidad corregida de estadios de Meloidogyne spp extraídos de suelo inoculado con
diferentes dosis de B. bassiana y M. anisopliae en sustrato de arroz.

* Promedios con letras iguales no difieren estadísticamente según Tukey al 5%.
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hongo y 1g de Furadan® fueron iguales
estadísticamente (P>0,05) y los tratamientos
de 3, 6 y 12g del hongo y 1g de Furadan®,
también presentaron igualdad estadística (Ta-
bla 7).

En esta etapa se observó que los hongos B.
bassiana y M. anisopliae le ofrecieron pro-
tección a las plantas de café variedad Caturra en
condiciones de almácigo contra el ataque de
Meloidogyne spp. Las dosis superiores a 3g de
arroz colonizado por los hongos redujeron la
infección por Meloidogyne spp, obteniéndose
un mayor número de plantas con grados de
infección 1, comparados con el testigo, el cual
presentó un mayor número de plantas con grado
de infección radical entre 5 y 6. Sin embargo  la
dosis de 1,5g de M. anisopliae fue diferente
estadísticamente al testigo (P>0,05).

Tratamiento Número Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4 Grado 5 Grado 6
repetición

0g  Testigo a* 20 -      -       -        -        6     14
1,5g           ab 20 5      2      7        -        6      -
3 g              bc 20 12      8  -    - - -
1g Químico c 20 16      4  -    - - -
6g               c 20 17       -  3    - - -
12g             c 20 18      2  -   - - -

Tabla 6. Número de plantas de café variedad Caturra por grados de infección con Meloidogyne spp. después de 130 días de
ser inoculados con diferentes dosis de Beauveria bassiana.

* Promedios con letras iguales no difieren estadísticamente. Prueba no paramétrica, rangos de Kruskal – Wallis al 0,05.

El control efectuado por el producto quími-
co Furadan®, fue igual estadísticamente a los
mejores tratamientos de B. bassiana y M. ani-
sopliae. Teniendo en cuenta  los inconvenien-
tes que ofrecen estos productos por su impacto
ambiental, es necesario desarrollar otras medi-
das de control en las cuales se podría incluir la
utilización de estos hongos, ya que ofrecieron
protección en condiciones de almácigo contra
Meloidogyne spp, similar a la del nematicida
Furadan®.

Los resultados obtenidos en esta etapa fue-
ron comparables a los obtenidos por Hincapié
(14) con el hongo V. chlamydosporium, y
Giraldo (13) con P. lilacinus, los cuales utili-
zaron  la misma alternativa de aplicación con
sustrato arroz y emplearon de igual forma la
escala de grados de infección de Meloidogyne

* Promedios con letras iguales no difieren estadísticamente. Prueba no paramétrica, rangos de Kruskal – Wallis al 0,05.

Tratamiento Número Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4 Grado 5 Grado 6
repetición

0g  testigo  a* 20 - - - - 8 12
1,5g            b 20 6 8 6 - 6 -
3 g               bc 20 12 8 - - - -
1g Químico bc 20 17 3 - - - -
6g              c 20 20 - - - - -
12g            c 20 20 - - - - -

Tabla 7. Número de plantas de café variedad Caturra por grados de infección con Meloidogyne spp. después de 130 días de
ser inoculados con diferentes dosis de Metarhizium anisopliae.
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spp, en raíces de café, para su evaluación. La
aplicación de los hongos en el suelo, con
nutrimentos,  puede aumentar la supervivencia
y actividad antagónica (5).

Cano y Gil (6) mostraron que independiente
de la cantidad inicial del inóculo del nematodo
que se aplica a plantas de café en condiciones de
almácigo, estas alcanzan un grado 5 de infec-
ción si el nematodo no se somete a ningún
control. Estos resultados demuestran la difi-
cultad que presenta el control del nematodo del
nudo radical con el empleo de una sola medida
de control, pues ninguna de ellas, salvo la este-
rilización  del suelo, garantiza la supresión total
del inóculo. Por tanto, los resultados obtenidos
muestran un promisorio potencial de estos hon-
gos en el control biológico de  Meloidogyne
spp en condiciones de almácigo, para ser in-
cluidos en un manejo integrado recomendado
por Cenicafé.

ETAPA 4. Observación microscópica. Con
las observaciones de microscopía óptica de luz
y electrónica de barrido, el antagonismo de M.
anisopliae fue aparentemente mayor al obser-
vado con B. bassiana.

El parasitismo de estos hongos sobre hue-
vos de Meloidogyne spp. parece ser de natura-
leza enzimática, tal como se observó en
microscopía óptica de luz y electrónica de
barrido, debido a la degradación de la pared
celular, la pérdida de turgencia de los huevos y
la lisis de estadios J2 de Meloidogyne spp.

Las masas de huevos pueden ser invadidas
por algunos organismos patógenos u oportu-
nistas que  derivan sus nutrimentos de los com-
puestos presentes en éstos. Desde el contacto
con los huevos, estos hongos crecen rápida-
mente y parasitan los huevos que están en etapa
temprana de desarrollo embrionario (15). La
mayoría de estos organismos  se conocen por
tener actividad quitinolítica; la quitina es un
constitutivo de gran proporción de la capa del

huevo y si la cutícula pierde quitina probable-
mente es lo que limita al hongo para penetrar la
cutícula del juvenil tan rápidamente como la
cubierta del huevo (15).

Se ha demostrado experimentalmente la
producción de enzimas quitinasa, lipasa,
proteasa entre otras de B. bassiana y M. aniso-
pliae, las cuales destruyen la cutícula de
Hypothenemus hampei (4). La pared de los
huevos de Meloidogyne spp. está constituida
por lípidos, proteínas y quitinas, por lo cual  las
enzimas ya indicadas pueden degradarla (23).

Microscopía óptica de luz. El ataque de B.
bassiana parece que se inicia en la pared celu-
lar del huevo, localizándose las esporas a su
alrededor  donde germinan, penetran y destru-
yen la membrana. Luego se presenta lisis de la
pared celular y del contenido interno del huevo
con incremento considerable del inóculo del
hongo.

Se observó la colonización del hongo B.
bassiana penetrando a través de la pared celu-
lar de los huevos de Meloidogyne spp. espe-
cialmente en uno o en ambos extremos del
huevo, con abundante producción de esporas
del hongo (Figura 1). Como consecuencia del
ataque del hongo en estados tempranos de desa-
rrollo del huevo hubo total destrucción de la
pared celular, de las membranas y del tejido
interno, con agregado de origen fúngico en
ambos extremos del huevo (Figura 2).

Con B. bassiana no se apreció la formación
de micelio, sino degradación del nematodo y
producción de esporas sobre el tejido afectado.
La acumulación del tejido fúngico en los extre-
mos  del  huevo podría explicarse porque la
pared celular del huevo en esos sitios es más
delgada y podría ser más susceptible a ser de-
gradada por las enzimas proteolíticas, lipolíticas
y quitinolíticas de B. bassiana, teniendo en
cuenta que la penetración de estos hongos
entomopatógenos por la cutícula de insectos se
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hace por degradación enzimática en los sitios
más débiles del hospedante (9). En el caso de
M. anisopliae se observó un mayor antagonis-
mo, mayor proliferación de micelio y de es-
tructuras de reproducción en los huevos afecta-
dos. El micelio de M. anisopliae forma una red
que entra en contacto con la superficie del
huevo y posteriormente destruye la cubierta,
penetrando al huevo y reemplazando con sus
estructuras  el contenido interno de éste. El
micelio de M. anisopliae sale del tejido inter-
no del huevo a través de la membrana y en forma
periférica (Figura 3). También se observa abun-
dante producción de esporas y tejido micelial
externo. Con este hongo se pudo observar un
parasitismo muy similar al que presentan  algu-
nos hongos que han sido registrados como

antagonistas de Meloidogyne spp, como P.
lilacinus y V. chlamydosporium. (13, 14).

M. anisopliae  afecta al huevo en todos sus
estados de desarrollo (Figura 4). Los estadios
juveniles del nematodo también son parasitados
por M. Anisopliae que penetra a través de la
membrana, provocando lisis de tejidos (Figura
5). Alrededor se observa proliferación de
micelio y esporas del hongo.

Microscopía electrónica de barrido. En
microscopía electrónica de barrido se observa
que B. Bassiana destruye los huevos de
Meloidogyne spp , y en el interior del huevo
crece el micelio del hongo (Figuras 6 y 7). Se
observaron restos del medio de cultivo (arroz)

Figura 1. Huevo de Meloidogyne spp. parasitado por B.
bassiana y rodeado por esporas del hongo  (40X).

Figura 2. Lisis del huevo de Meloidogyne spp, con
agregado fúngico  de  B. bassiana (40X).

Figuras 3.  Huevos de  Meloidogyne spp., con abundante agregado micelial interno y externo, de
M. anisopliae y abundante proliferación de esporas del hongo (40X).
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alrededor de los huevos los cuales pierden
turgencia y presentan superficie corrugada por
efecto del ataque del patógeno, en comparación
con un huevo de Meloidogyne spp. sano, que
aparece turgente y de superficie lisa (Figura 8).

M. anisopliae destruye completamente los
huevos de Meloidogyne spp. y en su superficie
hay abundante producción de esporas del hongo
(Figuras  9 y 10). En los ataques iniciales se
observan lesiones en la parte superior de los
huevos, con algunas estructuras del patógeno
(Figura l1). El parasitismo de M. anisopliae
sobre huevos de Meloidogyne spp. se confir-
mó (Figuras 9,10 y 11)  al observarse la des-

trucción del huevo de Meloidogyne spp. por el
patógeno y la emergencia de sus estructuras

desde el interior del nematodo.
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Figura  5.  Estadios J2 de  Meloidogyne spp. parasitados por
M. anisopliae, con abundante producción de esporas del
hongo (40X).

Figura 4.  Estadio J1 de Meloidogyne spp. afectado por M.
anisopliae (40X), obsérvese crecimiento fúngico en él.

Figura 6. Huevo de Meloidogyne spp. destruido por B.
Bassiana. Obsérvese la pérdida de su turgencia, su pared
roturada y presencia de residuos de cristales empleados en el
montaje microscópico (750X).

Figura 7. Huevo de Meloidogyne spp. afectado por B.
bassiana, presenta la membrana destruida y su superficie
corrugada. Se aprecian residuos de cristales de los reactivos
utilizados en la preparación microscópica (1100X)
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