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RESUMEN

Control de Meloidogyne incognita en tomate (Solanum
lycopersicum L.) con la aplicacion de Trichoderma harzianum

Meloidogyne incognita control in tomato (Solanum lycopersicum L.)
to the implementation of Trichoderma harzianum
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ABSTRAC

En condiciones in vitro se evaluaron 14 filtrados de cepas nativas de
Trichoderma spp. contra juveniles del segundo estadio (J,) de M. in-
cognita, destacando la Th43-14 (T. harzianum) aislada de la rizosfera
de los suelos sin uso agricola del estado de Yucatan, México, con el
100 % de mortalidad a las 24 horas de exposicién. En condiciones
protegidas en plantas de S. lycopersicum el control de M. incognita con
inoculacién 1 x 10° esporas/mL de esta cepa y un testigo comercial
(Fithan), redujeron significativamente la reproduccion del nematodo con
relacién al testigo sin inoculantes fungicos en un 86,94 y 42,00 % en el
numero de huevos por gramo de raiz licuada y en un 90,17 y 90,58 %
en el numero de hembras por gramo de raiz tefida, respectivamente.
También disminuyeron la intensidad del dafio del nematodo en un 78,10
y 75,44 % en la formacion de agallas. La cepas nativa de T. harzianum
(Th43-14) indujo incrementos significativos del 28,13 % en la altura y
del 41,16 % en la ganancia de biomasa seca total, respecto al testigo
sin la aplicacion del hongo.

Palabras claves: Meloidogyne incognita, Solanum lycopersicum, agente
biocontrol.

Underin vitro conditions, they were evaluated 14 filtrates native strains of
Trichoderma spp. against the second stage juveniles (J,) of M. incognita,
highlighting the Th43-14 (T. harzianum) isolated from the rhizosphere
soil without agricultural use in the state of Yucatan, Mexico, with 100 %
mortality at 24 hours exposure. In protected conditions in S. lycopersicum
plants control M. incognita inoculation with 1 x 10° spores/mL of this
strain and a commercial control (Fithan), significantly reduced nematode
reproduction relative to the control without a fungal inoculants 86.94 and
42.00 % in the number of eggs per g of root and blended in 90.17 and
90.58% in the number of females per root dyed g, respectively. Also they
decreased the intensity of nematode damage in 78.10 and 75.44 % in
the galling. Native strains of T. harzianum (Th43-14) induced significant
increases of 28.13 % in height and 41.16 % gain in total dry biomass,
compared to the control without the application of fungus.

Key words: Meloidogyne incognita, Solanum lycopersicum, biocontrol
agent.

INTRODUCCION

El género Meloidogyne integran varias especies impor-
tantes para la agricultura; algunas son cosmopolitas,
y por sus habitos polifagos ocasionan pérdidas de
produccion en el cultivo de hortalizas y otras plantas
[Agrios, 2001]. A pesar del uso intensivo de nemati-
cidas sintéticos, el control de estos fitoparasitos no
es eficiente, y en algunos casos este método reduce
o elimina las poblaciones de antagonistas naturales
asociados a la rizésfera [Sharon et al., 2001; Harman et
al., 2004]. Asi, en los dltimos anos, por su distribucién
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en diferentes ambientes se ha intensificado el empleo
de especies de Trichoderma y otros antagonistas que
presentan capacidad antiparasitaria asociado con la
sintesis y acumulacién de fitoalexinas, flavonoides y
derivados fenélicos como el 2,4 diacetilfloroglucinol
(DAGP), capaces de alterar cambios en la membrana
citoplasmatica y la desactivacién de enzimas selecti-
vas y no selectivas de fitopatégenos, y la activaciéon
de mecanismos de resistencia sistémica adquirida en
las plantas. También estimulan los procesos de ger-
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minacién y aceleran la descomposicion de la materia
organica, la solubilizacién y la absorcién de nutri-
mentos [Altomare et al., 1999; Harman et al., 2004].
Con base a lo anterior se evaluaron bajo condiciones
protegidas especies nativas de Trichoderma con acti-
vidad antagonista contra M. incognita en plantas de
tomate (Solanum lycopersicum L.)

MATERIALES Y METODOS

A partir de raices agalladas de S. lycopersicum infecta-
das por el nematodo, se obtuvieron masas de huevos,
se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 1 %, se
lavaron hasta eliminar el hipoclorito de sodio para
incubarse a 28 °C hasta la eclosién de huevos y obte-
ner juveniles de segundo estadio (J,) [Cristébal-Alejo
et al., 2006]. Con el fin de asegurar que el nematodo
corresponda a M. incognita, se realizaron cortes peri-
neales de las hembras y se consideraron caracteres
morfotaxonémicos [ Einsenback et al., 1983].

Para estimar el antagonismo de filtrados de Trichoder-
ma spp. contra M. incognita, se activaron 14 aislados
del hongo, en medio liquido con papa y dextrosa en
matraces de 500 mL, en condiciones estaticas durante
15 dias. Las cepas se obtuvieron de la coleccién de hon-
gos del Laboratorio de Fitopatologia perteneciente
al Instituto Tecnolégico de Conkal. El primer filtrado se
realiz6 con gasas estériles; enseguida se centrifugé durante
cinco minutos a 3000 rpm y se retiré el sobrenadante. Un
segundo filtrado con papel Whatman no. 1, y finalmente
el tercer filtrado se obtuvo con filtro Milipore de 0,45
micras. Este ultimo se colocé en siracusas de 1 mL, y
se le adicionaron 20 J,viables de M. incognita. Para
determinar la actividad nematostatica se registré la
inmovilidad de los nematodos durante 24 y 48 horas;
la prueba de reversibilidad del efecto de los filtrados
se hizo durante 24 horas y consistié en retirar el
filtrado y remplazarlo por agua destilada estéril. La
inmovilizacién del nematodo se corroboré utilizando
un pincel con el cual se estimulé la region cefalica;
si no daba respuesta de movimiento al estimulo se
consideré inviable [Cristébal-Alejo et al., 2006]. Cada
tratamiento consté de cuatro repeticiones en un disefio
experimental completamente al azar. Para determinar
la cepa mas representativa se realizé un analisis de
varianza y comparacién de medias (Tukey, p = 0,05)
mediante el paquete estadistico SAS ver. 9.3.

Para estimar el efecto de Trichoderma sp. contra
M. incognita en plantas de tomate (S. lycopersicum),
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se consider¢ al filtrado que registré el 100 % de mor-
talidad de los J s del nematodo durante las primeras
24 horas de exposicion en el ensayo in vitro.

Se prepararon plantulas del cultivo [Soria et al., 2002],
donde se aplic6 el hongo al momento de la siembra a una
concentracién de 1 x 10° conidios/mL. Posteriormente
se hizo otra inoculacién a los ocho dias posteriores a
esta. Después de 28 dias de la germinacién, las plantulas
se trasplantaron en bolsas negras para vivero de 2 kg
de capacidad, las cuales contenian suelo estéril, y don-
de se inocularon 2000 huevos larvados del nematodo,
distribuidos alrededor del cuello de la plantula y una
inoculacion mas del hongo con la concentracién de co-
nidios indicado. Los huevos del nematodo se obtuvieron
de raices agalladas de plantas de S. lycopersicum L., de
donde se extrajeron las masas de huevos [Cristébal-Ale-
jo et al., 2010]. Adicionalmente a este tratamiento, se
incluyeron un testigo comercial (Fithan) y un testigo sin
la aplicacion de inoculantes fungicos. Cada tratamiento
const6 de 10 unidades experimentales, conformada por
cuatro plantas, distribuidos en un disefio experimental
completamente al azar. Las plantas permanecieron en
condiciones protegidas durante 52 dias y manejadas
agronémicamente mediante un sistema de produccion
regional. Al término de este periodo se consideraron
como estimadoras de intensidad de control del nema-
todo el nimero de huevos por gramo de raiz licuada
y el nimero de hembras por gramo de raiz tenida.
Para estimarlas se realizé una fragmentacién de la
raiz de cada planta. Posteriormente se homogeneizé
y se tomaron 2 g de raiz. El primero se licué durante
11 segundos con hipoclorito de sodio al 2 %. Para se-
parar los fragmentos de raices y los huevos, se usaron
tamices del niimero de malla: 100, 200, 300 y 400. Este
parametro se contabilizé con la ayuda de una camara
cuenta nematodos en microscopio compuesto 4 X; el
segundo se tifi6 con fucsina acida a punto de ebulliciéon
durante 10 minutos; las raices tefiidas se depositaron
en frasco con glicerina al 78 % para su diseccién y con-
teo de hembras adultas en microscopio estereoscopio
[Cristébal-Alejo et al., 2010]. Asimismo, se consider6 el
numero de agallas por planta. Esta se consideré como
parametro de intensidad de dano, mientras que el ni-
mero de huevos por gramo de raiz licuada y el nimero
de hembras por gramo de raiz tefiida fueron parametros
estimadores de reproduccion del nematodo. Ademas, se
estimaron las variables agronémicas: altura de planta
y biomasa seca total aérea. Con los valores obtenidos
se realizaron analisis de varianza. La separacion de
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medias se hizo por el método de Tukey (p = 0,05) con
ayuda del paquete estadistico SAS ver. 9.3.

Con base a una caracterizaciéon de taxonomia tradicio-
nal con medios de cultivos selectivos: Cultivo Bajo en
Nutrientes, Papa Dextrosa Agar, Agar de Maiz y Agar
Agar [Samuels et al., 2014], la cepa seleccionada de-
sarrollé un crecimiento micelial sin olor de 38 a 41 mm
de diametro, de color blanco, ligeramente flocoso, colo-
nias planas, pistulas compactadas en la parte central y
conidios esparcidos de color verde oscuro. Conidiéforos
mononematosos o macronematosos, rectos o flexuosos,
dispuestos en verticilios; fialides lageniformes o am-
puliformes, dispuestas de tres a cuatro por verticilio,
entre 4,5-8 x 2-3,5 pm [L/A]. Conidios de pared lisa,
subglobosos a ovoides de 2,4-3,3 x 1,9-2.7 pm [L/A]. La
identificacion correspondié a T. harzianum (Rifai, 1969
= Acrostalagmus koningii [Oud.] & Heim, 1931). La
identificacién de la especie se corroboré con la secuencia
de genes obtenida y comparada con el banco de genes
del National Center for Biotechnology Information
(NBCI), con ayuda del programa Blast, que indicé un
98 % de identidad (ntmero de acceso KF201295).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los analisis de varianza para las variables de inmovi-

lidad a las 24 y 48 horas de exposicion a los filtrados

de los 14 aislados de Trichoderma spp., y la prueba de
reversibilidad de J, del nematodo, mostraron altas
diferencias significativas (p < 0,01).

De los 14 aislados de Trichoderma spp., los resul-
tados mostraron actividad nematostatica en la
mayoria de las cepas en comparaciéon con el tes-
tigo sin filtrados fingicos. A las 24 horas de
exposicion a los filtrados de las cepas de Tricho-
derma; Th02-01, Th07-05, Th09-06, Th27-08,
Th43-13 y Th43-14 mostraron del 71,25-100 %
de la inmovilidad de J,de M. incognita. Algunas de
estas cepas, Th05-02, Th20-07 y Th32-09, reflejaron
el mayor efecto de inmovilidad a las 48 horas. El
filtrado proveniente la cepa Th43-14 (T. harzianum)
mostré actividad nematicida en juveniles segundo
estadio de Meloidogyne incognita a las 24 y 48 horas
de exposicion (Tabla I1). En bioensayos similares con
filtrados de T. harzianum y T. viride, también se ob-
tuvieron efectos significativos en la mortalidad en J,
contra M. incognita [Moura et al., 2012, Xalxo et al.,
2013]. El efecto nematostatico o nematicida se asocia
con el tipo de aislado, sustrato para el crecimiento del
hongo y con el tiempo de exposicién de los metabo-
litos secundarios (2,4-diacetilfloroglucinol, péptidos,
enzimas, entre otros) contenidos en los filtrados de
Trichoderma spp. [Siddiqui y Shaukat, 2004; Vinueza
et al., 2006; Sharon, 2007; Vinale et al., 2010].

Tabla 1. Actividad nematostatica y nematicida in vitro de filtrados fangicos de

Trichoderma spp. contra juveniles de segundo estadio de M. incognita

Tnmovilidad (%)
Cepas Reversibilidad (7o)
24 horas 48 horas
Th02-01 96,25 a 88,75 a 10,00 e
Th05-02 16,25 ¢ 88,75 a 37,50 d
Th06-03 11,25 ¢ 75,00 a 33,75d
Th07-04 31,25 b 58,75 b 41,25 d
Th07-05 93,75 a 90,00 a 6,25 f
Th09-06 82,5 a 92,5 a 6,25 f
Th20-07 13,75 ¢ 97,5 a 0,00 f
Th27-08 71,25 a 30,00 a 2,50 f
Th32-09 15,00 ¢ 100 a 0,00 f
Th35-10 5,00 d 7,50 d 92,50 a
Th41-11 10,00 ¢ 33,75 ¢ 68,75 b
Th41-12 0,00 e 57,50 ¢ 42,50 ¢
Th43-13 93,0 a 93,0 a 0,00 f
Th43-14 100 a 100 a 0,00f
Testigo 0,00 e 0,00 e 100 a

Medias con las mismas literales dentro de columnas son estadisticamente iguales

(Tukey, p = 0,05).
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Los analisis de varianza para las variables de repro-
duccién del nematodo e intensidad de dafio mostra-
ron altas diferencias significativas (p < 0,01), lo cual
indicaron efecto de tratamientos en el control de
M. incognita.

Los tratamientos con la especie nativa de T harzianum
(Th43-14) y testigo comercial (Fithan) tuvieron el
mismo efecto en la reproduccién e intensidad de
dano del nematodo en S. lycopersicum L. (Fig. 1),
donde se estimaron promedios de 26,10 y 25,10 huevos
por gramo de raiz licuada. Esto signific6 una reduccion
en la producciéon de huevos del fitoparasito de 86,42 y
86,94 %, respectivamente, en relaciéon con el testigo sin

inoculantes fingicos. Existen reportes que la incorpo-
racion de Trichoderma spp. en cultivos susceptibles al
nematodo si afectan la produccion de huevos; asi, en
plantas inoculadas con T. harzianum y T. asperellum
disminuyeron significativamente la cantidad de huevos
[Jindapunnapat et al., 2013; Hernandez, 2014], y en
S. lycopersicum redujeron el nimero de huevos y la for-
macion de masas gelatinosas en relacion con el testigo,
con al menos el 34,50 y 28.00 %, respectivamente [Na-
serinasab et al., 2011; Mendoza et al., 2013], mientras
que en Capsicum annuum L. con la especie de T virens
se redujo hasta un 60 % la formacion de huevos de
M. incognita [Meyer et al., 2001].
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Figura 1. Efecto supresor de Trichoderma spp. en el nimero de huevos

por gramo de raiz licuada de M. incognita en plantas de S. lycopersicum

en condiciones protegidas.

En el caso de nimero de hembras por gramo de raiz
tenida, la cepa nativa de 1. harzianum y el testigo
comercial (Fithan) permitieron formar un promedio
de 2,40 y 2,30 hembras, respectivamente, por lo que
redujeron al menos el 90 % la cantidad de hembras
comparadas con el testigo sin la aplicaciéon de Tri-
choderma spp. (Fig. 2). Aplicaciones con T. viride,
T asperellum y 1. harzianum también disminuyeron la
cantidad de hembras de Meloidogyne spp. en cultivos
de Curcuma longa L., Cucumis sativus L. y C. annuum
[Bir6 y Toth, 2011; Naserinasab, et al., 2011; Liriano
et al., 2012].

Los mecanismos que mejor explican el antagonismo de
Trichoderma spp. son atribuidos a su velocidad de cre-
cimiento, a su capacidad de colonizar diferentes am-
bientes, en especial la rizosfera, y a su excrecion de me-
tabolitos secundarios no volatiles de tipo enzimatico,
tales como quitinasas, celulasas y la B-1,3-glucanasas
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que hidrolizan el componente principal de las paredes
celulares del nematodo durante su establecimiento e
interaccion con la raiz [ Benitez et al., 2004]; asimismo,
con la acumulacién de la Fenilalanina Amonio Liasa
(PAL) y la Chalconasintasa (CHS) que se activan en
la planta por la presencia de estos inoculantes fin-
gicos y que culminan con una serie de eventos, para
la produccién de compuestos fenélicos, involucrados

en la resistencia sistémica adquirida [Harman, 2004;
Ulacio et al., 2002; Ortuiio et al., 2013].

En la estimacion del dafio de M. incognita en plantas
de S. lycopersicum inoculadas con la cepa nativa de
T. harzianum (Th43-14) y testigo comercial (Fithan)
se contabilizaron en promedio 37,10 y 33,10 agallas/
planta, respectivamente, lo que redujeron la intensidad
del dafio en el 75,44 y 78,10 %, respectivamente, en
relacion con el testigo sin hongos antagénicos (Fig. 3),
efectos reportados también en S. lycopersicum y Cu-
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curbita pepo L. [Masheva et al., 2009; Baitios et al., 2010;
Gonzalez et al., 2012]. En semillas de C. sativus ino-
culadas con 1 x 107 esporas * mL"' de Trichoderma sp.
(Tr.882) se disminuyd el 25,4 % la formacion de aga-
llas [Yan et al., 2011]. Finalmente, en los sistemas
de produccién de monocultivo se ha demostrado la
eficiencia del control de nematodos agalladores con
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el uso continuo de T harzianum; asi, en S. lycoper-
stcum aplicaciones por cuatro afios consecutivos con
la cepa A-32, se redujo al menos el 82 % el indice de
agallamiento en el cultivo [Méndez y Polanco, 2006],
lo que demuestra el uso potencial de estos inoculantes
fingicos como tactica de manejo de poblaciones de

Meloidogyne spp.
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Figura 2. Efecto antagénico de Trichoderma spp. en el nimero de hembras

por gramo de raiz tenida de M. incognita en S. lycopersicum en condiciones

protegidas.
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Figura 3. Efecto antagénico de Trichoderma spp. en la formacién de agallas
por M. incognita en plantas de S. lycopersicum L. en condiciones protegidas.
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Por otra parte, las plantas de S. lycopersicum, trata-
das con la cepas nativa de T. harzianum (Th43-14) y
el testigo comercial [Fithan]|, en relacion con testigo
sin inoculantes fiingicos mostraron incrementos del
28,13y 15,02 % en la altura de planta, ganancias del
41,16 y 23,27 % en la biomasa seca total, respecti-
vamente (Tabla 2). La promocién en el crecimiento

Pinzon et al.

vegetal con este tipo de agentes biocontroladores se
han reportado también en especies como C. annuum
y Glycine max L. aun parasitadas con M. incogni-
ta, donde ademas de suprimir las poblaciones del
nematodo promueven el desarrollo de las plantas
[Masheva, 2009; Bafios et al., 2010; Salinas y Soriano,
2014; Diaz, 2015].

Tabla 2. Efecto de tratamientos sobre el crecimiento de

S. lycopersicum L. en condiciones protegidas

Tratamientos

T harzianum (Th43-14)

Testigo comercial Fithan
(Trichoderma spp.)

Testigo sin inoculantes fungicos

DMS

CV (%)

Altura Biomasa seca
(em) total aérea (g)
45,78a 4,64a
38,90b 3,56b
32,90c 2,73¢
4,2947 0,4090
9,88 11,12

Medias con las mismas letras dentro de columnas son estadisticamente

iguales (Tukey, p = 0,05).

DMS: Diferencia Minima Significativa.

CV: Coeficiente de Variacién.

CONCLUSIONES
* Elfiltrado proveniente de T. harzianum (Th43-14)

ejercié el 100 % de mortalidad de juveniles de se-
gundo estadio de M. incognita; durante las primeras
24 horas de exposicién.

* La cepa nativa de T. harzianum (Th43-14) aisla-
das de la rizésfera de suelo sin uso agricola, como
antagonista, tiene caracteristicas que inhiben las
poblaciones de M. incognita, y como bioestimulante
promueve el crecimiento y desarrollo de plantas de
S. lycopersicum.
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