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En condiciones protegidas, se evalud el potencial
antagdénico de cinco especies nativas de
Trichoderma; T. harzianum (Th02-04), T. harzianum
(Th10-D86), T. simmonsi (Th33-58), T. virens (Th33-59) y
T.virens (Th26-52), especies comercialesy un testigo
sin inoculantes fungicos, distribuidas en un disefo
completamente al azar y cuatro repeticiones en
pldntulas de tomate (Solanum lycopersicum L.),
inoculadas con fres aplicaciones de 1 x10¢ conidias
ml-'. Se inocularon 18, 500 huevos de M. incognita
y 10 ml con la concentracién inicial de las conidias
fUngicas, con aplicaciones al momento, a los
ocho y 15 dias después del trasplante. El producto
comercial y las especies T. virens (Th26-52 y Th33-
59) lograron disminuir hasta 22% la formacion de
agallas, 87 y 52.39% de inhibicion de produccién de
formacion de hembras por gramo de raiz. El control
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de estas especies contra el nematodo favorecid el
mejor crecimiento vegetativo de las plantas.

ABSTRAC

Under protected conditions, the antagonistic po-
tential of five native Trichoderma strains was eva-
luated; T. harzianum (Th02-04), T. harzianum (Th10-
D86), T. simmonsi (Th33-58), T. virens (Th33-59) and T.
virens (Th26-52), commercial species and a confrol
without fungal inoculans, distributed in a completely
randomized design with four replications in toma-
to seedlings (Solanum lycopersicum L.) inoculated
with three applications of 1 x 10¢ conidia ml' 18, 500
eggs of M. incognita and 10 ml were inoculated with
the initial concentration of fungal conidia and with
applications at the moment, at 8 and 15 days after
fransplantation. The commercial product and the
species T. virens (Th26-52 and Th33-59) managed to
reduce up to 22% the formation of galls, an 87 and
achieved a 52.39% inhibifion of production of female
formation per gram of root. The control of these spe-
cies against the nematode favored a better vegeto-
tive growth of the plant.

INTRODUCCION

Como consecuencia de la buUsqueda de nuevos
productos que disminuyan el deterioro ambiental
debido a la aplicacibn no planificada de
agroguimicos en la produccién de alimentos, en
los Ultimos anos se ha incrementado el nUmero de
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dislamientos de microorganismos benéficos con
capacidad para estimular el crecimiento vegetativo
y su actividad antagonistas de fitopatdgenos
(Herndndez Ochandia et al., 2015; Pinzén Espinoza,
Candelero de la Cruz, Tun Sudrez, Reyes Oregel, &
Alejo, 2015). En particular, el género Trichoderma se
caracteriza por su habilidad de crecery adaptarse a
diversos tipos de sustratos y condiciones ambientales
adversas; esta capacidad se le atribuye a la
produccién de metabolitos secundarios voldtiles
de bajo peso molecular y no voldtiles que se
liberan durante su establecimiento en la rizosfera
(Candelero De la Cruz et al.,, 2015; Gonzdlez et al.,
2012; Pinzdn Espinoza et al., 2015).

Enla peninsula de Yucatdn, el cultivo de tomate
(Solanum lycopersicum L.) es el segundo cultivar de
importanciaecondmica, despuésdel chile habanero
(Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera
[SIAP], 2015). Sin embargo, los rendimientos son
limitados por fitopatdgenos de la raiz que causan
pérdidas de produccién en su cultivo (SangUesa-
Barreda et al., 2015), como Meloidogyne incognita
gue tiene una amplia distribucion geogrdfica y en
algunas regiones agricolas de México, no sdlo causa
la formacién de agallas en la raiz de este cultivo,
sino que facilita la penetracion e infeccidon de otros
fitopatdégenos (Herrera Parra, Cristébal Alejo, Tun
Sudrez, Géngora Jiménez, & Lomas Barrie, 2011).
Por ofra parte, la demanda de alimentos inocuos, la
presidon de la sociedad para generar nuevas politicas
internacionales en el uso de estrategias de control
mds amigables para la salud humana, el ambiente y
la preservacion de la biodiversidad de poblaciones
antagonistas  naturales (Bautista Montealegre,
Bolanos Benavides, Massae Asakawa, & Villegas E.,
2015; Pakeerathan, Mikunthan, & Tharshani, 2009),
exigen tdcticas de control biorracional de estos
fitopatdgenos; con base en lo anterior se planted
el siguiente objefivo de estudio: evaluar especies
nativas de Trichoderma con actividad supresora
en las poblaciones del nemdtodo agallador M.
incognita en S. lycopersicum L. bajo condiciones

protegidas.
MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estudio se realizd en el laboratorio de Fitopatolo-
gia y en drea de investigacién del Instituto Tecnolo-
gico de Conkal, en Yucatdn, coordenadas 20° 06°
latitud norte y 89° 29 longitud oeste.
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Obtencién de huevos y J, de Meloidogyne
incognita

Se tomaron raices agalladas de M. incognita de
plantaciones comerciales de S. lycopersicum L.
para favorecer el desprendimiento de las masas de
huevos y eliminar microorganismos que pudieran
danar su viabilidad, se desinfestaron con hipoclorito
de sodio (NaClO) a 1% durante 2 min y al finalizar se
realizaron lavados sucesivos con agua potable en
tamices de mallanumero 300y 400, respectivamente.
Se colocaron en estufa de cultivo a 28 °C para su
eclosion (Candelero De la Cruz et al., 2015; Pinzdn
Espinoza et al., 2015). Se realizaron cortes perineales
de las hembras, confrmado mediante el patrén
perineal la identificacion de la especie (Jepson,
1987).

Inoculacion Trichoderma spp. en semillero

Se obtuvieron de zonas sin actividad agricola 41
agislados de Trichoderma spp. mediante la técnica
de filtracién de particulas y con éstos se obtuvieron
41 filtrados en medio de cultivo papa dexirosa,
para exponery estimar in vitro el efecto antagonista
contra juveniles de segundo estadio (J,) de M.
incognita. El estudio preliminar selecciond a cinco
aislados registrados como Th33-58, Th33-59, Th26-52,
Th02-04, y Th10-D86 con la capacidad de causar
después de 48 h de exposicion 100% de mortalidad
del nemdtodo. El estudio in vivo de estos aislados
seleccionados comenzd con la siembra de semilla
tomate cv. Rio Grande en charolas de poliestireno
de 200 cavidades en sustrato comercial Cosmo
Peat® (Soria Fregoso, Tun Sudrez, Trejo Rivera, &
Terdn Saldivar, 2002).

LascepasnativasdeTrichoderma pertenecientes
allaboratorio de Fitopatologia de la misma institucion
se cultivaron en medio de cultivo papa dexirosa
agar (PDA) a 28 °C durante ocho dias. Cada semilla
se inoculd a una concentraciéon de 1 x 10¢ conidias
ml' del hongo, al momento de la siembra y 15 dias
después de la germinacion. Las cepas indicadas se
identificaron molecularmente con la extraccién de
DNA, a partir de cultivos monospdricos con el Kit ZR
Fungal/Bacterial DNA MiniPrep TM. La amplificacién
de las regiones ITST e ITS2 y 5.8s del ARN ribosomal
se realizé con los iniciadores ITS1 e ITS4 (White, Bruns,
Lee, & Taylor, 1990).

Los productos de PCR se enviaron a secuenciar
a la empresa Macrogen USA, se anadlizaron y
compararon con el banco de genes de NCBI
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(National Center for Biotechnology Information) y
con ayuda del programa Blast. Los resultados de
la identificacién con una homologia entre 99-100%
fue la siguiente: T. harzianum (Th02-04), T. harzianum
(Th10-D86), T. simmonsi (Th33-58), T. virens (Th33-59) y
T. virens (Th26-52).

Inoculaciéon de huevos de M. incognita en plantas
de tomate

El tfrasplante se realizd a los 30 dias después de la ger-
minacién, en bolsas de pldstico para vivero (capaci-
dad de 3kg) y suelo previamente homogenizado. Se
inocularon 10 ml por planta de la solucién final fun-
gica y 18, 500 huevos de M. incognita con el mismo
volumen de agua alrededor del cuello. Se realizaron
aplicaciones con la misma concentracién inicial (1
x 10¢ conidias ml'), una al momento, a los siete y 15
dias después del trasplante. Los tratamientos inclu-
yeron cinco aislados de Trichoderma spp.; T. harzia-
num (Th02-04), T. harzianum (Th10-D86), T. simmonsi
(Th33-58), T. virens (Th33-59) y T. virens (Th26-52), dos
testigos; un producto comercial, Fithdn (Trichoderma
spp.) y un testigo sin inoculante fungico (SINF); cada
tratamiento incluyd 10 repeticiones, con 10 plantas
como unidad experimental, distribuidas en un diseno
completamente al azar, durante 40 dias en condi-
ciones protegidas.

Variables de estimacién de control del nematodo
indice de agallamiento. El indice de agallamiento
causado por el nemdtodo en los tratamientos se
obtuvo en porcentaje mediante el uso de una
escala de severidad con é clases (Taylor & Sasser,
1983), y para propdsitos de andilisis se utilizd el punto
medio de cada clase: G-0=0, G-1=1-10, G-2=11-25,
G-3=26-50, G-4=51-75 y G-5=76-100.

Huevos por un gramo de raiz. Se fragmentaron
raices y se homogenizaron para tomar un gramo
de muestra, se licuaron con 30 ml de cloro a 2%
durante 11 segundos, se pasaron a tamices de
malla numero 50, 100, 200, 300 y 400. Se lavaron en
agua corriente, éstas se depositaron en frascos de
cristal. Finalmente, se contabilizaron con la ayuda
de una cdmara cuenta nemdtodos al microscopio
compuesto (Cristébal Alejo et al., 2010).

Hembras por un gramo de raiz. Para facilitar la
diseccion y observacién de hembras adultas que
se encuentran en el cilindro vascular se tineron con
4 ml de fucsina dcida en 50 ml de agua destilada,
se colocd un gramo de raiz, envueltas con las
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gasas tipo tela hasta punto de ebullicion. Una vez
a temperatura ambiente y después de una serie
de lavados con agua, se conservaron en glicerina.
Para extraer y contabilizar el nUmero de hembras, las
raices tenidas se disecaron con la ayuda de agujas
de diseccion a través del microscopio estereoscopio
(Pinzén Espinoza et al., 2015). Transcurridos 40 dias se
midieron las variables agronémicas; en la variable
altura de planta se procedié a extraer las plantas de
las bolsas y se fragmentaron las raices del tallo, con
cinta métrica se midié desde el dpice de la planta
hastala base del tallo. Una vez tomadas las muestras
de los diferentes estudios se determind el peso seco
foliar de tallos y hojas fraccionadas, se depositaron
en bolsas de papel estraza, se colocaron en una
estufa de secado a 45 °C durante 20 dias. Para el
peso seco de raiz se realizd de la misma manera que
en la variable peso seco foliar, solamente que para
eliminar el exceso de humedad fue durante 10 dias.
Al finalizar el secado se pesaron en una balanza
andlitica de marca Denver instrument PK-2401. El
volumen de raices se calculd por desplazamiento
volumétrico de agua con una probeta de 1000 ml
de capacidad.

Andlisis estadistico

Con la informacion obtenida de las variables
respuesta se realizé el andlisis de varianza, cuando
se encontré diferencia significativa entre los
tratamientos, se utilizd como comparador de medias
el método de Tukey (p<0.05). Los datos se analizaron
mediante el paquete estadistico InfoStat versiéon
2014 (Di Rienzo, 2012).

RESULTADOS

Formacién de agallas de M. incognita

El andlisis de varianza mostré altas diferencias
significativas (P<0.001) entre fratamientos para la
variable formacién de agallas. El testigo comercial
(Fithan ®) conformado por un consorcio de
Trichoderma spp. y las especies T. virens (Th26-52)
y T. simmonsi (Th33-59) tuvieron el mejor efecto
(Tukey,<0.05) antagdnico, al permitir rangos que
oscilaron de 26 a28%laformacién de este parédmetro.
Le siguen en efectividad bioldgica las especies T.
simmonsi (Th33-58) y T. harzianum (Th10-D86), hasta
con 53% de formacién de agallas (tabla 1). Con
menos efecto, la especie T. harzianum (Th02-04) vy
el tratamiento testigo sin inoculantes fungicos (SINF)
registraron el valor mds alto en este pardmetro de
estimacién, con 70.50 y 84.40% de raices con agallas.
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Efecto antagdnico de especies de Trichoderma en el control y reproduccion de Meloidogyne incognita

Tratamientos

Severidad en la raiz

NUmero de

(%)
Testigo sin inoculantes fungicos 84.40a
T. harzianum (Th02-04) 70.50a
T. harzianum (Th10-D86) 53.00b
T. simmonsi (Th33-58) 45.50b
T. virens (Th33-59) 28.00c
T. virens (Th26-52) 26.00c
Trichoderma spp. (Fithadn®) 22.00c
DMS 6.02
C.V. 9.40

huevos por un hembras por un

gramo de raiz

8161.70a 226.60a
4470.60b 173.50b
3200.80b 155.90b
2997.60c 107.90c
1062.60d 100.20c
912.90d 94.40c
887.10d 77.70c
362.63 17.02
8.59 9.35

Nota: barras con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales (Tukey, P<0.05), DMS: diferencia minima

significativa, C.V.: coeficiente de variacién (%).
Elaboracién propia.

NUmero de huevos de M. incognita

El andlisis de la varianza evidencié altas diferencias
significativas (P<0.001) entre tratamientos para el
nUmero de huevos por un gramo de raiz en plantas
de S. lycopersicum L. tfratadas con aislados fungicas
de Trichoderma spp.

El producto comercial (Fithan ®) y las especies
identificadas como T. virens (Th26-52) y T. virens
(Th33-59) estadisticamente fueron iguales (Tukey,
P<0.05), con efectos supresores que oscilaron de
87 a 89.14% en la disminucién de huevos por un
gramo de raiz de este fitopardsito; siguen las plantas
fratadas con las conidiosporas de la especie T.
simmonsi (Th33-58), con 63.28% de inhibicién sobre
este pardmetro de estimaciéon; continan en menor
porcentaje las especies T. harzianum (Th10-D86 vy
Th02-04) con rangos que van de 45.23 a 60.79% de
disminuciéon en la reproduccion de este nemdtodo.
El fratamiento testigo sin inoculantes fungicos (SINF)
tuvo la reproduccién mds alta del nemdatodo con
una media de hasta 8,161.70 huevos por un gramo
de raiz en S. lycopersicum (tabla 1).

NUmero de hembras de M. incognita

En el andlisis de varianza la variable mostré una
reduccion significativa (P<0.001) en el nUmero de
hembras por un gramo de raiz. Las especies, T. virens
(Th26-52), T. simmonsi (Th33-58), T. virens (Th33-59) y
el producto comercial (Fithan ®) obtuvieron entre

52.39 y 65.72% de reduccidn sobre este pardmetro
de estimacién; continban en efectividad bioldgica
las especies T. harzianum (Th10-D86) y T. harzianum
(Th02-04) que disminuyeron la formacién de hembras
por gramo de raiz de 23.44 al 31.21%. El testigo sin
inoculantes fungicos (SINF) presentd el promedio
mdas alto con 226.60 hembras por gramo de raiz
tenida (tabla 1).

Variables agronémicas

El andlisis de varianza (P<0.001) detectd altas
diferencias significativas entre tfratamientos para las
variables agronémicas de respuesta consideradas
para este estudio. En relacién con la variable altura
de la planta, las especies T. simmonsi (Th33-58),
T. virens (Th33-59), T. virens (Th26-52) y el producto
comercial (Fithdn) registraron los valores mds altos,
con incrementos que oscilan de 8.43 a 14.24% de
plantas con mayor altura (figura 1). En la variable
peso seco foliar resultaron ser positivas en las plantas
inoculadas con las cepas T. virens (Th33-59) y T.
simmonsi (Th33-58) con incrementos de 7.33 a 38.48%
superiores con respecto al testigo sin inoculantes
fungicos.

Del peso seco de la raiz, las especies T. virens
(Th33-59), y T. harzianum (Th02-04) incrementaron
hasta 51.57% la ganancia de esta variable. Para
la variable volumen radical, las plantas inoculadas
con las especies de Trichoderma del producto
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Figura 1. Efecto de las especies de Trichoderma como promotor
del crecimiento en plantas de tomate (S. lycopersicum L.)
inoculadas con Meloidogyne incognita.

Fotografia del equipo de trabajo.

comercial (Fithan ®) y la especie T. virens (Th33-59)
indujeron los incrementos mds altos, con rangos de
ganancias que oscilan de 12.19 a 30.68%. El testigo
sin los inoculantes fungicos presentd los valores mds
bajos de crecimiento de las plantas (fabla 2).

DISCUSION

Las plantas con mayor cantidad de agallas mostraron
una clorosis generalizada, marchitamiento, déficit
hidrico generalizado, raices atrofiadas, poco

Tabla 2
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ramificadas y carentes de pelos absorbentes. Estos
sinfomas se observan con mayor severidad cuando
se incrementa la produccidén de proteinas en las
agallas, lo cualinduce un mal funcionamiento de los
reguladores de crecimiento que se asocian con la
inadecuada absorcidn, asimilacién y translocacion
de nufrimentos en toda la planta (Carrillo Fasio,
Garcia Estrada, Allende Molar, Mdrquez Zequera, &
Cruz Ortega, 2000).

El efecto supresor en la produccidon de huevos
se encuentra a favor de los tratfamientos inoculados
con las especies de Trichoderma. Resultados
similares fueron reportados por Mendoza, Wilson
y Colina (2013), asi como por Pinzdn Espinoza et
al. (2015), guienes al evaluar especies nativas y
comerciales como T. atroviride, T. harziianum vy T.
viride en plantas de tomate, lograron disminuir el
nUmero de huevos por un gramo de raiz licuada
de este cultivar. Leyva Pérez, Castellanos Gonzdlez
y Pérez Ferndndez (2011) al evaluar alternativas
con la inclusidén de T. viride, Bacillus thuringiensis y
desechos de col fragmentados, lograron afectar la
viabilidad parasitaria y con esto reducir hasta 52.67%
las poblaciones de M. incognita en este mismo
cultivar. Por su parte, Goswami, Pandey, Rathour,
Bhattacharya, & Singh (2006) con aplicaciones de
Paecilomyces lilacinus y T. viride lograron disminuir
hasta 17% la formacién de masas de huevos por
un gramo de raiz licuada de este fitonemdtodo
agallador.

Efecto de las especies de Trichoderma en el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate en condiciones protegidas

] Altura Peso seco foliar Peso seco Vrc(;lg;'ggln
Tratamientos (tallos y hojas) de raiz
cm g g cm?
Testigo sin inoculantes fungicos 81.30c 22.84d 2.76d 37.50c
T. harzianum (Th02-04) 90.20ab 30.75bc 5.20ab 44.50bc
T. harzianum (Th10-D86) 86.80ab 28.97¢ 3.62cd 40.80bc
T. simmonsi (Th33-58) 94.80a 34.41ab 3.90cd 45.40bc
T. virens (Th33-59) 94.00a 37.13a 5.76a 47.50ab
T. virens (Th26-52) 92.40a 32.01bc 4.33bc 44.90bc
Fithan® 92.20a 31.70bc 3.35cd 54.10a
DMS 10.48 1.28 3.92 8.79
CV% 8.53 22.83 9.26 14.36

Nota: Medias con las mismas literales dentro de columnas son estadisticamente iguales, (Tukey, P<0.05), DMS: diferencia minima

significativa, C.V.: coeficiente de variacion (%).
Elaboracién propia.
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La reproduccion de hembras (M. incognita) en
raices de S. lycopersicum disminuyd significativamen-
te por consecuencia de las especies de Trichoderma.
Estudios realizados por Herndndez Ochandia et al.
(2015), al evaluar el potencial de T. asperellum (107
UFC ml') como biocontfrolador de M. incognita en
plantas de tomate, causd una disminucién sobre este
pardmetro de estimacién. Asimismo, la eficiencia
antagdnica con aplicaciones individuales de Pae-
cilomyces lilacinus y T. viride, redujeron hasta 37.67
y 21.05% respectivamente, el nUmero de hembras
de M. incognita (Candelero De la Cruz et al., 2015;
Goswami et al., 2006; Pinzén Espinoza et al., 2015). El
mecanismo que mejor explica este efecto es la pro-
duccién de compuestos capaces de inducir una res-
puesta de defensa local o sistémica, se asocian con
la sintesis y acumulacion de fitoalexinas y flavonoides,
a los derivados fendlicos como el 2, 4 diacetilfloroglu-
cinol: DAGP (Chet, Viterbo, Brotman, & Lousky, 2006;
Siddiqui & Shaukat, 2004). También se demostrd que
la produccion de antibidticos (Ayatollahy & Fate-
my, 2010; Liu, Zhai, Liu, & Zhang, 2009) y de la toxina
verticilina A, B y C inducen inhibicién de la eclosion
de huevos, inmovilidad y mortalidad de juveniles de
segundo estadio (J,) de los nematodos agalladores
(Cardona Bustos, Pavas, & Ferndndez E., 2014).

Asi como en este estudio, Haseeb, Sharma vy
Shukla (2005), ademds de reducir las poblaciones de
M. incognita, obtuvieron plantas con mayor vigor y
crecimiento vegetativo de hasta 16 y 17.8%. El con-
trol del nemdtodo por las especies de Trichoderma y
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la produccién del dcido indol-acético, y otros com-
puestos afines (Vera, Pérez, & Valencia, 2002), son
factores que favorecen la solubilizacién de fosfatos
en la rizosfera de los que la planta puede disponer
como cationes; hierro, magnesio y manganeso para
su nutricién. Sin embargo, resultados contrarios fue-
ron reportados por Del Castillo-Algarate, Collantes-
Arana, Cox-Trigoso y Wilson-Krugg (2014), al evaluar
la actividad antagdnica de especies de Trichoderma
en la reproduccion de M. incognita en plantas de S.
lycopersicum, donde causaron una disminucion del
peso radicular debido a la formacién de huevos que
implicaron mayor demanda de agua, nutrimentos,
los productos de la fotosintesis son mds vulnerables y
en consecuencia disminuye la eficiencia en la forma-
cién de raices primarias y secundarias (Carrillo Fasio

et al., 2000).
CONCLUSIONES

Las especies nativas de Trichoderma; T. virens (Th26-
52),T.virens (Th33-59) y el producto comercial Fithan®
son una alternativa de control bioldgico eficaz contra
M. incognita, al reducir hasta 62.20% la formacién de
agallas, 88.82% el niUmero de huevos por un gramo
de raiz licuada y hasta 65.72% de reduccidén en el
nUmero de hembras por un gramo de raiz tenida
de S. lycopersicum. Ademds, T. virens (Th33-59) fue
la mds consistente en la actividad antagdnica del
fitonemdtodo agallador y con efectos significativos
enlos pardmetros de estimacién sobre el crecimiento
de la planta de tomate en condiciones protegidas.
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