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Trichoderma spp. promotoras del crecimiento en pliantulas de Capsicum chinense
Jacq.y antagénicas contra Meloidogyne incognita

Trichoderma spp. fostering growth on Capsicum chinense Jacq. seedlings and antagonistic against

Meloidogyne incognita
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Resumen. Se evaluaron 14 cepas nativas de Trichoderma spp.
provenientes de patosistemas silvestres y agricolas del estado de Yu-
catdn, México, con capacidad promotora del crecimiento en plantu-
las de Capsicum chinense Jacq. y su efecto antagénico de sus filtrados
contra juveniles de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita.
Las cepasTh05-02 y Th27-08 mostraronlos mejores efectos signi-
ficativos en la variable altura de planta con incrementos del 55,57
y 47,62%, la Th07-04 con 29,48% mis de longitud en la raiz, los
aislamientos Th02-01 y Th07-04 aumentaron del 84,61 al 48,71%
en el volumen radical y 53,40% de biomasa seca total. El anilisis
estadistico (p<0,001) de los filtrados Th43-13 y Th43-14 causaron
100% de mortalidad a las 24 y a las 48 h. En la prueba de reversi-
bilidad a las 24 h después de haber sustituido los filtradosTh43-13,
'Th43-14, Th09-06 y Th20-07 por agua destilada estéril, los J2 no
recuperaron su viabilidad, por lo que se consideraron como las me-
jores cepas potenciales de Trichoderma spp. con capacidad antagé-
nica de J2 de M. incognita.
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Abstract. Fourteen native strains of 7richoderma spp. from wil-
dand agricultural pathosystems in the state of Yucatan, Mexico, with
growth-promoting ability of Capsicum chinense Jacq. seedlings were
evaluated and antagonistic effect of their filtrate against second-stage
juveniles (J2) of Meloidogyne incognita. The strains Th05-02 and
Th27-08 showed the best significant effects on plant hight variable
increments 55.57 and 47.62%, the Th07-04 with 29.48% more root
length, theTh02-01 and Th07-04 isolates increased from 48.71 to
84.61% in volume radical and 53.40% of total dry biomass. Statisti-
cal analysis (p<0.001) of Th43 and Th43-13-14 filtrates caused 100%
mortality at 24 and 48h. In the test of reversibility to 24 h after re-
placing the filtrates Th43-13, Th43-14, TH09-06 and TH20-07 by
sterile distilled water, the J2 did not recover their viability, so they
were considered as the best potential strains of Trichoderma spp. with
antagonistic capacity in ]2 of M.incognita.
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INTRODUCCION

Las especies sapréfitas de Trichoderma son microorga-
nismos benéficos competitivos; por su plasticidad tienen
la capacidad de actuar en forma oportunista y simbionte
de plantas que predominan en los ecosistemas terrestres
y acudticos (Zhang et al., 2005). La capacidad de com-
petencia por espacio, nutrimentos, reproduccién y colo-
nizacién en distintos ambientes, favorecen el contenido
de materia orgdnica,]a proteccién contra infecciones al
sistema radical y la resistencia a metabolitos téxicos en
respuesta a la invasién de un organismo extrafio (Beni-
tez et al., 2004; Harman et al., 2004; Ulacio et al., 2002).
Dicha capacidad también tiene un efecto inductor sobre
el crecimiento y desarrollo de las plantas, debido a la for-
macién de sideréforos quelatantes de hierro, y la presen-
cia de hormonas reguladoras de crecimiento que actian
como estimulantes en tejidos meristematicos primarios
en partes jévenes (Liu et al.,, 1995; Castro y Revillas,
2005). En algunos casos esta promocién de crecimiento
resulta como consecuencia de la reduccién de microorga-
nismos patégenos mediante una accién antagénica contra
el agente causal (Harman, 2006). Ademds las especies de
Trichoderma establecen largos periodos de colonizacién en el
interior de la epidermis produciendo compuestos capaces de in-
ducir una respuesta local o sistémica de defensa para las plantas,
en la que se involucran la sintesis y acumulacién de fitoalexinas,
flavonoides y derivados fendlicos (Harman et al., 2004; Vina-
le et al., 2006). Hay cepas de Trichoderma spp. que tienen un
efecto antagonista contra M. incognita y M. javanica, al inhibir
la eclosién de huevos, y la inmovilidad y muerte de Juveniles
(J2) (Rosso et al., 2004; Siddiqui y Shaukat, 2004). Con
el objetivo de contar con especies nativas, se aislaron 14
cepas de zonas agroecoldgicas del estado de Yucatdn, y se
estimé su efecto promotor de crecimiento en plintulas de
C. chinense Jacq. y la capacidad antagénica de sus filtrados
contra J, de M. incognita.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del experimento. El presente trabajo se reali-
z6 en el laboratorio de Fitopatologia e invernadero del drea
de produccién e investigacion del Instituto Tecnolégico de
Conkal, Yucatan, antigua carretera Mérida-Motul, Km 14,5
(21° 4N, 89°31°0O).

Evaluacién dela promocién del crecimiento en plantulas
de C. chinense Jacq. Se aislaron 14 cepas del género Trichoder-
ma del estado de Yucatin, México, con la técnica de particulas
de suelo sin lavar (Bills et al., 2004). Cuatro de estas cepas
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pertenecieron a patosistemas agricolas y diez a patosistemas
silvestres. Los aislamientos crecieron en medio de cultivo
papa-dextrosa agar (PDA) durante siete dias con 12 h luz y
12 h oscuridad a 28 °C, y se realizaron cultivos monospéricos
para la purificacién de las cepas. Los morfotipos del género
Trichoderma spp. se identificaron en base al tipo de colonia,
al micelio con abundante ramificacién, a los conidiéforos en
forma cénica o de pirdmide, y a las fialosporas producidas in-
dividualmente o acumuladas en el dpice de las fidlides.

Con los cultivos monospéricos de cada cepa, se obtuvieron
concentraciones de 1 x 10° esporas/mL (Cubillos et al., 2009).
Se estimo su efecto promotor de crecimiento en pldntulas de
C. chinense Jacq. Inicialmente las semillas se desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 1% (Soria et al., 2002) y se deposita-
ron en charolas de poliestireno de 200 cavidades, en sustrato
comercial Sunshine. Posteriormente, se realizaron tres aplica-
ciones con la concentracién de esporas indicada por cavidad:
la primera al momento de la siembra, y la segunda y la tercera
alos 15 y 30 dias, respectivamente, después de la germinacién.
Cada cepa constituyé un tratamiento mds un testigo sin la
aplicacién del hongo. La unidad experimental la constituyeron
diez plantas con diez repeticiones, distribuidas en un disefio
experimental completamente al azar en condiciones prote-
gidas a 28 £ 2 °C en promedio. Las variables respuesta las
conformaron: altura de planta, biomasa seca aérea, longitud de
raiz, volumen y biomasa seca radical. Con la informacién se
hicieron andlisis de varianza y para la comparacién de medias
se utilizé el método de Scott y Knott (p=0,05) con el paquete
estadistico INFOSTAT ver. 2011 (Di Rienzo et al., 2013).

Obtencién del nematodo agallador M. incognita. Se co-
lectaron raices con agallas inducidas por M. incognita en plan-
tas de Solanum lycopersicum L. cv Rio Grande y C. chinense
Jacq. cv Criollo. Las raices agalladas se depositaron en bolsas
de papel estraza del nimero 8 conservadas a 6 °C en refri-
geracion durante 24 h. Posteriormente se lavaron con agua y
se disectaron bajo el microscopio estereoscépico para extraer
masas de huevos y obtener juveniles de segundo estadio (J,)
(Cristébal et al., 2006; Arévalo et al., 2012).

Obtencion de filtrados de cepas nativas de Trichoder-
ma spp. De cada cultivo monospérico de ocho dias de creci-
miento en PDA, se obtuvo un disco de micelio de 5 mm de
didmetro y se deposité en matraces de 250 mL de capacidad
con medio de cultivo caldo de papa dextrosa (CPD), para su
desarrollo durante 15 dias a 28 °C. Después de este tiempo, el
CPD se filtré con gasas estériles, luego se tomaron 50 mL del
liquido sobrenadante y se filtraron a través de papel What-
mann No. 1 para luego centrifugarse a 3600 rpm durante diez
minutos. Por tultimo, el sobrenadante se filtré a través de un
filtro Milipore de 0,45 um (Nico et al., 2003). Los filtrados se
almacenaron en refrigeracién durante cinco dias a 6 °C para
su empleo en evaluaciones in vitro contra J, de M. incognita.
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Antagonismo de filtrados de Trichoderma spp. contra J,
de M. incognita. Para el ensayo in witro se utilizaron siracu-
sas a las cuales se les adicioné 1 mL de filtrado de cultivos
monosporicos de Trichoderma spp. Se incorporaron 20 larvas
(J,) viables de M. incognita como unidad experimental con
cuatro repeticiones, distribuidos en un disefio experimental
completamente al azar en condiciones de laboratorio a 28 *C.
Se utilizaron 14 tratamientos correspondientes a cada una de
las cepas de Trichoderma spp. Ademds, se consideré un tra-
tamiento testigo sin filtrado fungico, solo con agua destilada
estéril. Como variable respuesta a la exposicién del filtrado
se consideré el porcentaje de inmovilidad de los nematodos
a las 24 y 48 h de exposicidn; cada filtrado fue sustituido por
agua destilada estéril, con el propésito de estimar el porcentaje
de reversibilidad o viabilidad a las 24 h. La inmovilidad se
corroboré empleando un pincel con el cual se estimulé al ne-
matodo en su regién cefélica. Cuando la respuesta al estimulo
fue inmévil, se consideré inviable al nematodo (Cristébal et
al., 2006).

RESULTADOS

Efecto en la promocién de crecimiento en plantulas de C.
chinense Jacq. A los 45 dias después de la siembra, la altura de
plantula mostré altas diferencias significativas (p<0,001). Las
cepas nativas de Trichoderma spp. registradas como Th05-02,
Th27-08, Th09-06, Th02-01 y Th07-04, promovieron los ma-
yores promedios con rangos que oscilaron entre 11,01 y 13,82
cm. Con la cepa Th05-02 se estimé el mayor promedio con un
incremento de al menos 55,57% respecto al testigo sin hongos,
el cual alcanzé el valor mds bajo con 6,14 cm (Tabla 1).

En relacién a la ganancia de biomasa seca aérea (tallos y
hojas), no se mostraron diferencias estadisticas entre trata-
mientos (p<0,001). Sin embargo, los mayores promedios se
obtuvieron con las cepas Th05-02, Th07-05 y Th09-06, con
0,34; 0,32,y 0,32 g/planta, respectivamente. Esto representé
un 41,17 y 47,05% mads en la ganancia de biomasa aérea res-
pecto al testigo.

Tabla 1. Cepas nativas de Trichoderma en la promocion del crecimiento en altura y biomasa seca aérea en plantulas de C. chinense

Jacg. en invernadero.

Table 1. Native strains of Trichoderma in stimulating height and aboveground dry biomass on seedlings of C. chinense Jacq under greenhouse

conditions.
Clave Especie Origen Altura (cm) (ta?lioosn;alijz():?g)
Th02-01 Trichoderma harzianum Tizimin? 11,30 ¢ 0,25d
Th05-02 Trichoderma sp. Dzilam Gonzilez! 13,82 a 0,342
Th06-03 Trichoderma sp. D. Gonzilez? 7,94 f 0,25d
Th07-04 Trichoderma sp. Buctzotz! 11,01 ¢ 0,29 b
Th07-05 Trichoderma sp. Buctzotz! 8,53 f 0,32 a
Th09-06 Trichoderma sp. Dzidzantun! 11,84 ¢ 0,32 a
Th20-07 Trichoderma sp. Tzucacab? 8,30 f 0,29 ¢
Th27-08 Trichoderma virens Chaksinkin! 12,72 b 0,31b
Th32-09 Trichoderma virens Oxkutzcab? 9,46 ¢ 0,26d
Th35-10 Trichoderma sp. Saccalum® 9,46 ¢ 0,27 ¢
Th41-11 Trichoderma koningiopsis Sanahcat! 10,35d 0,20 ¢
Th41-12 Trichoderma sp. Sanahcat! 8,71 f 0,21e¢
Th43-13 Trichoderma virens. San Felipe! 9,88 d 0,25d
Th43-14 Trichoderma sp. San Felipe! 8,57 f 0,25d
Testigo Agua destilada estéril 6,14 g 0,18 ¢
CvV 10,79 11,26

Nota: Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales (p>0,05). Suelo de patosistemas silvestres! o agricolas?

del estado de Yucatdn, C.V (Coeficiente de Variacién).

Note: Means with the same letter within the same column are statistically equal (p>0.05). Soil of wild' or agricultural® systems in the state of Yucatin. C.V.

(variation coefficient).
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Los tratamientos biolégicos que incluyeron las cepas na-
tivas Th07-04, Th02-01 y Th05-02 provenientes de patosis-
temas agricolas y silvestres promovieron incrementos en el
crecimiento de raices en plantulas de Capsicum chinense Jacq.
Sin embargo, aun cuando no se detectaron diferencias es-
tadisticas, permitieron aumentos del 26,49 al 29,50% en la
longitud de la raiz con respecto al testigo que presenté un
escaso crecimiento con 8,25 cm. En el volumen radical la
Th02-01 fue superior al resto de los tratamientos (84,61%
de incremento). Luego se encontraron Th07-04, Th07-05,
Th20-07,Th27-08 y Th05-02 con valores que oscilaron entre
26,92 y 39,74% mis en relacién al testigo sin inoculantes.
Dicho testigo tuvo el valor més bajo con 0,12 cm?® en el vo-
lumen radical. Al estimar la biomasa seca de la raiz, las cepas
Th07-05, Th02-01, Th09-06, Th05-02, Th07-04 y Th20-07
fueron estadisticamente iguales, con incrementos del 37,50
al 62,50% en la ganancia de biomasa seca de raiz comparado
con el resto de los tratamientos. El tratamiento testigo, sin
inoculantes, alcanzé los promedios més bajos en la biomasa

seca de la raiz con 0,03 g/planta (Tabla 2).

Antagonismo de filtrados de Trichoderma spp. contra
juveniles de segundo estadio de M. incognita. El analisis
estadistico para estimar la capacidad de antagonismo de los
filtrados de cepas nativas de Trichoderma spp. contra juveniles
de segundo estadio (],) de M. incognita alas 24 y 48 h mostra-
ron diferencias estadisticas (p<0,01). A las 24 h, los filtrados
provenientes de las cepas Th43-13 y Th43-14 ejercieron un
100% de inmovilidad; le siguieron los tratamientos Th02-01 y
Th07-05 con 96,25 y 93,75%, respectivamente. A las 48 h de
exposicion, los tratamientos con las cepas Th43-13, Th43-14,
Th32-09 y Th20-07 mostraron una efectividad del 95,50 al
100% de inmovilidad de J,, seguido por los filtrados prove-
nientes de las cepas Th09-06, Th07-05, Th05-02 y Th02-01.
Estas dltimas mostraron entre 88,75 y 92,50% de inmovilidad
de J,. En las pruebas de reversibilidad después de 24 h sin ex-
posicién a los filtrados se demostré el efecto nematicida para
las cepas: Th43-13, Th43-14, Th02-01, Th07-05, Th09-06 y
Th27-08, ya que los J, fueron incapaces de recuperar su viabi-

lidad (Tabla 3).

Tabla 2. Cepas nativas de Trichoderma en la promocion de la longitud, volumen y biomasa seca radical en plantulas de C. chinense

Jacq. en invernadero.

Table 2. Native strains of Trichoderma in stimulating length, volume and root dry biomass on seedlings of C. chinense Jacq under greenhouse

conditions.
Cepas Especie Origen Longi;c:r(rll)d e raiz Volur?:rr:lgadical Biomasa de raiz (g)
Th02-01 Trichoderma harzianum Tizimin? 11,68 a 0,78 a 0,07 a
Th05-02 Trichoderma sp. Dzilam Gonzalez! 11,35 a 0,33 b 0,06 a
Th06-03 Trichoderma sp. D. Gonzilez? 9,05b 0,16 d 0,06 a
Th07-04 Trichoderma sp. Buctzotz! 11,70 a 0,43 b 0,06 a
Th07-05 Trichoderma sp. Buctzotz! 8,87 b 0,40 b 0,08 a
Th09-06 Trichoderma sp. Dzidzantun! 9,10 b 0,26 ¢ 0,07 a
Th20-07 Trichoderma sp. Tzucacab? 8,65 b 0,39b 0,06 a
Th27-08 Trichoderma virens Chaksinkin! 9,50 b 0,38 b 0,05b
Th32-09 Trichoderma virens Oxkutzcab? 8,65 b 0,24 c 0,05b
Th35-10 Trichoderma sp. Saccalum’ 8,70 b 0,24 c 0,05b
Th41-11 Trichoderma koningiopsis Sanahcat! 8,65 b 0,16 d 0,05b
Th41-12 Trichoderma sp. Sanahcat! 8,60 b 0,12d 0,03 ¢
Th43-13 Trichoderma virens. San Felipe! 8,30 b 0,26 ¢ 0,06 a
Th43-14 Trichoderma sp. San Felipe! 8,6 b 0,25 ¢ 0,04 c
Testigo Agua destilada estéril 8,25b 0,12d 0,03 ¢
(OAY 11,23 28,65 19,78

Nota: Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales (p>0,05). Suelo de patosistemas silvestres! o agricolas?

del estado de Yucatin, C.V (Coeficiente de Variacién).

Note: Means with the same letter within the same column are statistically equal (p>0.05). Soil of wild" or agricultural® systems in the state of Yucatin. C.V.

(variation coefficient).
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Tabla 3. Efecto de filtrados provenientes de cepas nativas de Trichoderma spp. en la inmovilidad de juveniles de segundo estadio de

M. incognita.

Table 3. Filtrate effects from native strains of Trichoderma spp. on the juvenile immobility (second stage) of M. incognita.

Cepas Especie Origen Inmovilidad (%) Reversibilidad?® (%)
24h 48h 24h
Th43-13 Trichoderma virens San Felipe! 100 a 100 a 0,00 a
Th43-14 Trichoderma sp. San Felipe! 100 a 100 a 0,00 a
Th02-01 Trichoderma virens Tizimin? 96,25 a 88,75b 10,00 a
Th07-05 Trichoderma sp. Buctzotz! 93,75 a 90,00b 6,25 a
Th09-06 Trichoderma sp. Dzidzantun? 82,5b 92,50 b 6,25 a
Th27-08 Trichoderma virens Chaksinkin! 71,25 b 80,00 ¢ 2,50a
Th07-04 Trichoderma sp. Buctzotz! 31,25 ¢ 58,75d 41,25b
Th05-02 Trichoderma sp. Dzilam Gonzilez! 16,25 ¢ 88,75b 37,50 b
Th32-09 Trichoderma virens Oxkutzcab? 15,00 ¢ 100 a 0,00 a
Th20-07 Trichoderma sp. Tzucacab? 13,75 ¢ 97,50 a 0,00 a
Th06-03 Trichoderma sp. Dzilam Gonzilez? 11,25 ¢ 75,00 ¢ 33,75b
Th41-11 Trichoderma koningiopsis Sanahcat! 10,00 ¢ 33,75 ¢ 68,75 ¢
Th41-12 Trichoderma sp. Sanahcat! 8,00 ¢ 30,00 e 70,25 ¢
Th35-10 Trichoderma sp. Saccalum? 5,00 ¢ 7,50 f 92,50d
Testigo Agua destilada estéril Agua 0,00 ¢ 0,00 f 100d
CvV 19,23 9,86 30,84

Nota: medias con la misma letras dentro de columnas son estadisticamente iguales (p>0,05). Suelo de patosistemas silvestres' o agricolas*del
estado de Yucatdn, A las 243 h después de cambiar los filtrados por agua destilada estéril. C.V. (Coeficiente de Variacién).

Note: Means with the same letter within the same column are statistically equal (p>0.05). Soil of wild® or agricultural® systems in the state of Yucatdn. After 243
h of changing the filtrates by deionized distilled water. C.V. (variation coefficient).

DISCUSION

Algunas cepas nativas de Trichoderma spp. provenientes de
patosistemas agricolas y silvestres mostraron un efecto signifi-
cativo en la promocién del crecimiento vegetal. Efectos simi-
lares fueron informados por Danger et al. (2000) en Solanum
lycopersicun L. caando evaluaron cepas nativas de Trichoderma
spp- en concentraciones de 5 x 10 esporas/mL. Estos autores
determinaron incrementos de 9,87 a 11,39% en la altura de
pldntula con relacién al testigo sin la aplicacién de inoculantes.
Guigén et al. (2004) observaron en C. annuum L. ganancias
del 38% en biomasa aérea con cepas nativas de Trichoderma
spp. comparadas con el testigo sin hongos fingicos. Ortufio et
al. (2013) lograron un aumento del volumen radical y la bio-
masa seca de Lactuca sativa L. de 67,5 y 82%, respectivamente,
usando filtrados de cepas de Trichoderma spp. productoras de
dcido indolacético con dosis de 500 pL por planta. Contreras
et al. (2009) en plantas de Arabidopsis, tratadas con 7. atroviri-
de'y T. virens obtuvieron incrementos de cuatro a seis veces en
el nimero de raices laterales y una mayor actividad celular en
el periciclo y el primordio de las plantas.

El efecto promotor del crecimiento en plintulas con las
aplicaciones de Trichoderma spp. se ha atribuido a la presencia
de 4cido indolacético, que actia como regulador de crecimien-
to, y de dcidos orgdnicos, que retienen cationes y acidifican la
rizosfera, lo cual solubiliza nutrimentos para su absorcién por
las plantas (Harman, 2000; Valencia et al., 2005). La estimu-
lacién del crecimiento también se atribuye a la liberacién de
estructuras quelatantes o sideréforos que favorecen la asimi-
lacién de iones como Ca, Fe,0°, Mn0,, Cu y Zn (Altomare,
1999).

En relacién con la actividad antagénica de filtrados de las
cepas nativas de Trichoderma spp. (Th43-13 y Th43-14), éstos
mostraron efectividad biol6gica contra larvas del segundo es-
tadio (J,) de M. incognita. Estos resultados coinciden con lo
realizado por Xalxo et al. (2013). Estos autores mostraron que
al usar filtrados de 7. wviride, aisladas de la rizosfera en patosis-
temas agricolas, inhibieron la movilidad de ], de Meloidogyne
sp. del 65 al 93,75% a las 48 y 72 h, respectivamente. Mascarin
et al. (2012), con una suspension de 1 x10® conidias/mL de T
harzianum (ESALQ-1306), redujeron la movilidad de ], de M.
incognita al menos 59,40 + 15,4% en bioensayos in vitro.
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El efecto antagénico de los filtrados estd relacionado con
(1) el tipo de cepa, (2) la composicién del sustrato empleado
para su crecimiento (Vinueza et al., 2006), y (3) el tiempo de
exposicién de los juveniles de segundo estadio de este nema-
todo a los metabolitos secundarios contenidos en los filtrados
de Trichoderma spp. (Sharon, 2007).

El 2,4-diacetilfloroglucinol aislado de T¥ichoderma spp.
ejerce un efecto antagénico contra J, de Meloidogyne incognita
(Siddiqui y Shaukat, 2004; Vinale et al., 2010). La produccién
de enzimas como quitinasas también inhibe la formacién de
la quitina sintasa, proteina asociada a la membrana plasmatica
de la pared celular, que en presencia de iones calcio altera la
integridad de la membrana y reduce la viabilidad de los J, de
Meloidogyne spp. (Pérez et al., 2006).

Las especies nativas de Trichoderma spp. Th43-13 y T43-
14 aisladas de suelos de patosistemas silvestres son promete-
doras contra las poblaciones de J, de M. incognita al causar in
vitro el 100% de mortalidad del nematodo.

CONCLUSIONES

Las cepas nativas Th05-02, Th09-06, Th07-05, Th27-08 y
'Th07-04 del género Trichoderma spp., aisladas de los patosis-
temas silvestres, ejercieron un efecto promotor de crecimien-
to al (1) obtener plantas mds vigoras y altas de C. chinense
Jacq., y (2) al conseguir mayor biomasa seca total (0,34 g/
planta) comparadas con el testigo sin inoculantes. Asimismo,
las cepas provenientes de los patosistemas silvestres Th43-13
y Th43-14 son potencialmente prometedoras para emplearse
como antagénicas contra juveniles de segundo estadio de M.
incognita. Esto se debe a que sus filtrados indujeron el 100%
de mortalidad durante las primeras 24 h de exposicién.
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