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RESUMEN: EI objetivo de este trabajo fue determinar el potencial de cepas de Trichoderma asperellum
Samuels, Lieckfeldt y Nirenberg como agente de control bioldgico de Meloidogyne incognita (Kofoid y White)
Chitwood. Se utilizaron las cepas Ta.l, Ta.13, Ta.25, Ta.78, Ta.79 y Ta.90, seleccionadas previamente por su
alta capacidad antagonica, produccion de metabolitos y adaptacién a diversas condiciones ambientales y
sustratos. En los ensayos in vitro, se evalud el efecto de las cepas sobre juveniles de M. incognita y se
utilizaron las diluciones de 1/10; 1/25; 1/50 y filtrado puro de cada una de las cepas y un tratamiento control
(agua estéril). Para el estudio en condiciones semicontroladas, las plantas de tomate (Solanum lycopersicum
L.) se inocularon con 2,5 juveniles de segundo estadio (J,) por gramo de suelo y a las 72 horas se adicion
indculo de la cepa Ta.90; se aplicd 10°'UCF por maceta. Los tratamientos fueron: plantas sanas (control absoluto),
plantas + Ta.90; plantas +Ta.90 + nematodos, plantas + nematodo y nematodos + Ta.90 (sin plantas). A los 35
dias se evaluaron los parametros: indice de Agallamiento (1A), nimero de huevos del nematodo por sistema
radical, altura de planta, didmetro del tallo, longitud de la raiz, nimero de hojas y masa fresca de raiz. Los
filtrados de las cepas de T. asperellum causaron altos niveles de mortalidad y sobresalié la cepa Ta.90 con
90% de mortalidad a las 24 horas. En macetas, dicha cepa provoc6 una disminucion en el nimero de huevos
por hembras, lo que difiere significativamente del testigo sin aplicar y atenu6 el efecto del nematodo sobre los
parametros: altura, diametro del tallo, nimero de hojas y masa fresca aérea.

Palabras clave: control bioldgico de nematodos, tomate, nematodos agalleros, Trichoderma.

Effect of Trichoderma asperellum Samuels, Lieckfeldt and Nirenberg strains on the development
of tomato and Meloidogyne incognita (Kofoid and White) Chitwood population

ABSTRACT: The objective of this study was to determine the potential of strains of Trichoderma asperellum,
Lieckfeldt & Nirenberg to control M. incognita, (Kofoid and White) Chitwood. Under laboratory conditions
(in vitro), six native strains of T. asperellum (Ta.25, Ta.1, Ta.90, Ta.78, Ta.79, and T.13) were selected for
their high antagonistic capability, production of various metabolites, and adaptation to different environmental
conditions and substrates. For the in vitro trial, 1/10, 1/25, 1/50 dilutions and the pure filtrate of each strain
were tested, including a control treatment with sterile water. For the study under semi-controlled conditions,
tomato (Solanum lycopersicum L.) plants were inoculated with 2.5 second instar juveniles (J) per gram of
soil and, after 72 hours, 10’CFU of the strain Ta.90 were added per pot The treatments were: healthy plants
(absolute control), plants + Ta.90, plants +Ta.90 + nematodes, plants + nematodes, and nematodes + Ta.90
(without plants). The parameters evaluated after 35 days were galling index (IA), number of eggs per root
system, plant height, stem diameter, root length, number of leaves, and weight of fresh root. High mortality
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levels were shown by all the T. asperellum strain filtrates; the strain Ta.90 stood out with 90% mortality at
24 hours. In the pot trial, this latter strain significantly reduced the number of eggs per female compared with
the unapplied control, and attenuated the effect of the nematode on parameters such as plant height, stem

diameter, number of leaves, and root fresh weight.

Key words: biological control of nematodes, tomato, root knot nematode, Trichoderma.

INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los
vegetales mas apetecidos a nivel mundial. Su popula-
ridad se debe a que sus frutos son consumidos fres-
cos, en multiples formas procesadas (conservas de
tomate, tomate deshidratado) y en alimentos basados
en tomate (1).

Los nematodos representan una de las principales
plagas del cultivo, donde el género Meloidogyne es el
mas distribuido y dafino, pues provoca pérdidas del
20-33% en los rendimientos a escala mundial (2).

En Cuba, la especie que mas afecta al tomate, y
la mas distribuida en plantaciones tradicionales y en
producciones protegidas, es Meloidogyne incognita
(Kofoid y White) Chitwood (3).

Diversos insumos biolégicos se desarrollaron en
el pais para el manejo de nematodos agalleros (4);
sin embargo, no se cubren aun las demandas de es-
tos productos. Al respecto, se conoce que las cepas
de Trichoderma se utilizaron con éxito en el manejo
de plagas de suelo en Cuba (5) y a nivel internacio-
nal, lo que sugiere que este género resulta efectivo
como agente de control biolégico de nematodos pa-
rasitos de plantas (6).

Diversas cepas de Trichoderma asperellum Samuels
se seleccionaron en Cuba por su accién sobre Fusarium
spp. (5), y resulta de interés determinar su efecto so-
bre M. incognita y establecer sus potencialidades para
ser empleadas en el manejo del complejo Meloidogyne-
Fusarium.

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto
de cepas cubanas seleccionadas de T. asperellum
sobre M. incognita y el tomate.

MATERIALESY METODOS

Seleccién de cepas de T. asperellum como
potenciales agentes de control bioldégico de
Meloidogyne sp.

Para los ensayos se utilizaron las cepas de T.
asperellum (Ta.1, Ta.13, Ta.25, Ta.78, Ta.79 y Ta.90)
provenientes de la coleccion del Laboratorio de

Micologia Vegetal del Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria (CENSA) y una poblacién de M. incognita
raza 2 proveniente del banco de poblaciones del Labo-
ratorio de Nematologia Agricola del CENSA.

Seleccion in vitro de cepas de T. asperellum

Efecto toxigénico de filtrados de T. asperellum
sobre M. incognita

Se sembraron los discos de 5 mm () de las cepas
en el centro de placas de 90 mm de diametro que con-
tenian medio de cultivo Agar Malta (AM, Biocen) y se
incubaron a 30°C y oscuridad por 72 h. De la periferia
de las colonias de cada cepa de Trichoderma, se to-
maron tres discos (J=3 mm) y se inocularon en dos
frascos de 100 ml de capacidad por cepa, contentivos
de 30 ml de medio de cultivo liquido Richard (pH 5,5).
Posteriormente, los frascos se agitaron en una zaran-
da orbital a 250 rpm y temperatura de 24-26°C, duran-
te 48 horas. Los cultivos obtenidos se filtraron a través
de papel de filtro estéril (Whatman No.1) y posterior-
mente por filtros miliporo de 0,22 pym. Los filtrados se
colectaron en erlenmeyers estériles y se conservaron
en frascos estériles a 4°C hasta su utilizacion.

Las ootecas de M. incognita se extrajeron de rai-
ces de tomate (cv. Campbell 28) y se colocaron a
eclosionar en siracusas con agua destilada estéril a
28°C, en una incubadora Friocell®, utilizando la meto-
dologia de Baermann modificada (7). Los juveniles de
segundo estadio (J,) se colectaron alas 72 horas.

Se tomaron 10 J, y se depositaron en placas de 48
pocillos, alos que se les anadié 1 ml de las diluciones
1/10; 1/25; 1/50 y filtrado puro de cada una de las ce-
pas de T. asperellum por separado. Como controles
se utilizaron agua destilada estéril y el medio de culti-
vo Richard estéril sin inocular.

Transcurridas 24 horas, se extrajeron los juveniles
de cada tratamiento y se colocaron en siracusas con
agua destilada estéril, durante otras 24 horas, al cabo
de las cuales se contabilizaron los J, vivos y muertos.
Posteriormente, se colocaron en portaobjetos
escavados estériles con 50ul de agua destilada, se
observaron al microscopio 6ptico Zess®, con 600 au-
mentos.
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Los datos relacionados con el nUmero de juveniles
muertos (expresados en porcentaje de mortalidad) se
transformaron mediante la expresién arc»% y se so-
metieron a analisis de varianza simple y la diferencia
entre las medias se establecid a través del test de
Tukey (p<0,05) del paquete estadistico SAS 9.0.

Efecto parasitico de las cepas de T. asperellum
sobre M. incognita

Las cepas de T. asperellum se cultivaron en placas
de 70 mm (9), en medio de cultivo AM (Biocen) y se
incubaron a 30°C y oscuridad por 72 h. Después de
este tiempo, a las colonias obtenidas de cada cepa
por separado, se les adicionaron 5 ml de agua destila-
da estéril y se homogeneizaron con una espatula de
Drigalski. A las suspensiones obtenidas se les ajusto
la concentracion de conidios a 108 UFC.ml".

En sicuracusas independientes, que contenian
100pl de la suspension de conidios de cada cepa por
separado, se depositaron cinco ootecas de M.
incognita. Después de 24h, se colectaron los huevos
de manera independiente con una espatula y se pasa-
ron a placas de 30 mm de @ con agua estéril, se agita-
ron suavemente para lavarlos y se colocaron sobre
portaobjetos estériles en cdmaras humedas hasta 48-
72h. Pasado este tiempo, se observaron al microsco-
pio (ZEISS®) con 200 aumentos y una cadmara
(CANNON® 4.6mpx) acoplada al microscopio, para
determinar el parasitismo de huevos.

Efecto de unacepaseleccionadade T. asperellum
sobre el desarrollo del tomate y la poblacién de
M. incognita

El experimento se realizé en condiciones
semicontroladas en aisladores biolégicos del CENSA
y se us6 una cepa de T. asperellum, seleccionada por
los resultados en los experimentos anteriores.

Para el establecimiento del semillero se utilizd una
bandeja de polietileno con alveolos de dimensiones
100x30 cm. Se us6 como sustrato suelo Ferralsol
Eutrico, esterilizado a vapor dos veces en autoclave
(121C°- 1 h). El sustrato después de la esterilizacion
tuvo un pH de 6,5. En cada alveolo se sembrd una
semilla de tomate de cv. Cambell-28 y las plantas que
emergieron permanecieron en la instalacion a tempe-
ratura ambiente, con riegos en dias alternos hasta su
trasplante.

Se utilizaron macetas de 1kg de capacidad, previa-
mente desinfectadas con NaOCI (2 horas). El inéculo
de juveniles de M. ingonita se extrajo de raices
agalladas utilizando el método de Hussey y Barker
(8). Se inocularon las macetas con 2 500 juveniles
infestivos cada una, para un nivel poblacional de 2,5 J,
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por cada gramo de suelo. Transcurridas 72 horas de
haber inoculado las macetas con los nematodos, se
aplicé una suspension de la cepa seleccionada de T.
asperellum a una dosis de 10 UFC por maceta. Las
plantas de tomate se trasplantaron (una por maceta)
transcurridas 48 horas de la inoculacién del hongo.

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado
con siete réplicas (macetas) por cada tratamiento.
Estos fueron: 1) testigo absoluto: plantas de tomate
sanas, en macetas sin nematodos y sin aplicacion de
Trichoderma,; 2) plantas en macetas con nematodos;
3) plantas en macetas tratadas con T. asperellum; 4)
plantas en macetas inoculadas con nematodos vy tra-
tadas con T. asperellum. Las plantas se mantuvieron
durante 35 dias, con riego manual en dias alternos y al
final de este periodo se realizaron diferentes analisis.

Se evaluaron alas plantas los parametros de desa-
rrollo: altura de las plantas; longitud de raices principa-
les; diametro del tallo y masa fresca aérea y de raices.
La altura y longitud de raices se evaluaron con una
cinta métrica. Para establecer el diametro de los ta-
llos, a nivel del cuello de laraiz, se us6 un Pie de Rey.
Por su parte, la masa se determiné en una balanza
técnica electronica marca KERN® (e=0,01g).

Los valores de los parametros de desarrollo se so-
metieron a analisis de varianza simple y las diferen-
cias entre las medias se establecieron a través del
test de Tukey (p<0,05), utilizando el paquete estadisti-
co SAS 9.0.

Los sistemas radicales se analizaron después que
se evaluaron los parametros de las plantas, y para
ello se tomaron dos plantas para los analisis del hon-
goy cinco para los correspondientes alos nematodos.

Las raices de cada una de las plantas se lavaron
cuidadosamente y se observaron en el microscopio
estereoscopico STEMI DV4®. Las pertenecientes a
las plantas con los tratamientos 2, 3 y 4 se tifieron con
fuschina acida (0,05%) al calor durante 30 segundos y
se preservaron en placas Petri con lactofenol sin colo-
rante. Se determinaron los parametros Numero de aga-
llas y se establecio el indice de agallamiento (9).

El nimero de huevos producidos por hembra se
determind en los tratamientos 2 y 4, y se tomaron al
azar 10 hembras con sus ootecas de cada una de las
cinco plantas. Las ootecas se colocaron sobre
portaobjetos, en una gota de agua destilada y se les
coloco un cubreobjeto. Las [aminas se observaron en
microscopio optico (Zess con 200 aumentos) y se conto
el numero de huevos por cada hembra.

Los datos se compararon mediante ANOVA simple
y la diferencia entre las medias se establecié por la
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Prueba de Tukey (p<0,05), utilizando el paquete esta-
distico SAS 9.0.

Por otra parte, las raices se lavaron con agua co-
rriente primero y agua destilada después para el anali-
sis micoldgico. Del tratamiento 4, se tomaron tres frag-
mentos de raices de tres mm de longitud cada uno por
planta, se sembraron asépticamente en placas de 90
mm de G contentivas de medio papa dextrosa agar
(PDA, Biocen) y se incubaron a 30°C durante siete
dias. Se observo si se produjo o no crecimiento del
hongo alrededor del fragmento de raiz.

Colonizacion de ootecas por T. asperellum: se
homogeneizaron las raices de las plantas de tomate
de los tratamientos donde estaba presente T.
asperellum y los nematodos; de estos se tomaron 20
ootecas. Se prepararon dos placas con medio de cul-
tivo agar agua mas antibiotico (cloranfenicol 0,01%).
Se tomaron las ootecas, se lavaron con agua destila-
da estéril tres veces, se sembraron tres por cada pla-
cay se incubaron durante cuatro dias a 28+2°C. Se
cuantificé el nimero de ootecas parasitadas y se ex-
preso en porcentaje.

Parasitismo de huevos: se extrajeron 20 ootecas
por cada tratamiento, se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril y se suspendieron en 1ml de
agua estéril en siracusas estériles. Posteriormente,
de cada siracusa, y con el auxilio de un estereoscopio
ZEISS, se extrajeron huevos-y se colocaron con un
asa de siembra en tres puntos en una placa que con-
tenia medio agar agua mas el antibiético. Las placas
se incubaron durante cuatro dias a 28+2°C. Las obser-
vaciones se realizaron en el microscopio 6ptico Wild
™ con 400 y 1000 aumentos y se cuantificé el nUmero
de huevos parasitados y se expreso en porcentaje

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de cepas de T. asperellum como
potenciales agentes de control biolégico de M.
incognita raza 2

Efecto toxigénico de filtrados de T. asperellum
sobre M. incognita

Se produjeron diferencias significativas entre los
valores de mortalidad provocados por las cepas de T.
asperellum sobre los juveniles de M. incognita. Solo la
dilucion de 1/50 de tres cepas ocasiond porcentajes
de mortalidad en los juveniles de M. incognita por en-
cima de 70%, distinguiéndose la cepa Ta. 90 con
90% de mortalidad a las 24 horas (Fig. 1). Por su
parte, las cepas Ta. 13 y Ta. 25 provocaron menor
afectacion sobre los juveniles de M. incognita, mien-

tras que los filtrados de la cepa Ta. 1 produjeron la
menor mortalidad.

Las larvas muertas por la accién de los filtrados de
T. asperellum presentaron deformaciones y rupturas
en su cuticula, asi como vacuolas y desorganizacion
en el contenido interno.
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FIGURA 1. Mortalidad de juveniles de M. incognita provo-
cada por de cepas cubanas de T. asperellum en estudio in
vitro. (Dilucion 1/50) (EE=0)./ Mortality caused by Cuban
T. asperellum strains on M. incognita juveniles in an in
vitro assay.

La accioén de los filtrados provenientes de los culti-
vos de cepas de T. asperellum sobre M. incognita po-
dria estar relacionado con las enzimas producidas por
Trichoderma spp., que son enzimas liticas
extracelulares, fundamentalmente quitinasas,
glucanasas, proteasas, entre otras, capaces de de-
gradar la pared celular de patogenos (10).

La cepa Ta. 90 produce quitinasas y B-1,3-
glucanasas, enzimas relacionadas con la degradacién
de la pared celular en los patdgenos, que desempenan
una funcién esencial en el parasitismo (11). Debido a
que la hipodermis de los nematodos es rica en
glucégenos vy lipidos (12), es posible que estas
enzimas pudieran estar actuando sobre esta y otros
tejidos de los juveniles y provocar la muerte de
nematodos. Este aspecto debe ser objeto de investi-
gaciones futuras.

La actividad antagdnica de Trichoderma depende
mas del aislamiento y del hospedante que de la propia
especie del biorregulador, lo que se corroboré con los
resultados obtenidos en el presente estudio, donde hubo
diferencias entre las cepas de T. asperellum evalua-
das. Esto ratifica la importancia de los estudios de
seleccion de cepas, que incluyan la evaluacion de los
filtrados de cultivos de cepas de Trichoderma y donde
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se determinen posteriormente las enzimas involucradas
en el proceso patogénico.

Este mecanismo, conjuntamente con otros como
la competencia (por espacio y nutrientes),
micoparasitismo y desactivacion de enzimas de los
patdgenos, le permiten a Trichoderma ejercer su ac-
cién como antagonista y ser colonizador de las raices,
pudiendo inducir resistencia en plantas (11). Es por
ello, que la multiplicidad de estos mecanismos en un
aislamiento es una caracteristica importante para su
seleccidon como agente de control biol6gico (13).

Otro aspecto a tener presente es que las cepas
nativas son mas efectivas que las importadas (5, 14).
En este estudio de la eficacia in vitro, todas las cepas
evaluadas fueron nativas, lo que aporta mayor valor prac-
tico al resultado en cuanto a su posibilidad de ser in-
troducidas en el manejo de M. incognita.

Efecto parasitico de las cepas de T. asperellum
sobre M.incognita

Se pudo constatar que la cepa Ta. 90 de T.
asperellum tuvo accion parasitica sobre huevos de M.
incognita raza 2 (Fig. 2), no asf el resto de las cepas
evaluadas. Se observo desorganizacion en el conteni-
do interno de los huevos con la aparicion de secciones
oscurecidas, espacios o vacuolasy las hifas del hon-
go emergiendo de los mismos, lo que evidencia que
hubo penetracion del hongo al interior del huevo y muerte
de los embriones.

Al respecto, Druzhinina et al. (15), en su revision
sobre el género Trichoderma, plantearon que los ais-
lados de diferentes especies de este agente de control
bioldgico fueron capaces de parasitar huevosy juveni-
les del segundo estadio de nematodos formadores de
agallas (Meloidogyne spp.).

La envoltura o cubierta de los huevos de nematodos
posee tres capas, una externa de vitelina, una media
de quitinay otra interna de lipidos (12). La infeccion de
los huevos, por parte de cepas de Trichoderma spp.,
es posible debido al incremento en la actividad de
enzimas como quitinasas y proteasas, cuando el hon-
go entra en contacto con los huevos o juveniles (13).

Se encontrd, ademas, que la matriz gelatinosa don-
de se depositan los huevos promueve la atraccion del
hongo y mejora las capacidades parasiticas de nume-
rosos aislados de Trichoderma, que utilizan esta ma-
triz como fuente de nutrientes (16).

La funcidn de las quitinasas secretadas por este
agente de control bioldgico en la infeccidn de huevos
de nematodos se comprob6 por Saheban y Hadavi (13)
en el ensayo de T. harzianum sobre M. javanica. Es-
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FIGURA 2. Huevo deM. incognita raza 2 parasitado por T.
asperellum cepa Ta. 90. (1000 aumentos)./ Egg of M.
incognitarace 2 parasitized by T. agperellum Ta. 90 strain.
(1000X).

tos autores sefialaron que es posible que la penetra-
cion en los huevos se produzca, también, por la ac-
cion de otras enzimas liticas.

A partir de los resultados obtenidos en estos ensa-
yos in vitro, se selecciond la cepa Ta. 90 para llevar a
cabo el estudio en condiciones semicontroladas, pues
evidencio la mayor mortalidad en juvenilesy el parasi-
tismo de huevos de M. incognita raza 2.

Efecto de la cepa seleccionada de T. asperellum
sobre el desarrollo del tomate y la poblacion de
M. incognita raza 2

Excepto en la longitud de raiz principal, en el resto
de los parametros evaluados se manifestaron diferen-
cias significativas entre los tratamientos (Tabla 1).

Las plantas con mayor altura fueron las del testigo
absoluto y las que recibieron tratamiento con la cepa
Ta. 90, con diferencias significativas con las plantas
parasitadas por los nematodos. El mayor valor del
diametro del tallo se produjo en las plantas tratadas
con T. asperellum, mientas que el menor se presentd
en las plantas inoculadas con M. incognita, sin dife-
rencias significativas con el resto de los tratamientos.
Las plantas tratadas con T. asperellum tuvieron mayor
ndmero de hojas y masa fresca aérea, con diferencias
significativas con los otros tratamientos. Con relacién
a la masa fresca de raices, los mayores valores se
obtuvieron en los tratamientos con nematodos, sin di-
ferencias significativas entre ellos, seguidos por el tra-
tamiento que solo recibio T. asperellum que presenté
diferencias con el testigo absoluto, el de menor valor
de masa fresca de raiz (Tabla 1).
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TABLA 1. Efecto de la interaccion M. incognita - T. asperellum en plantas de tomate cv. Campbell-28./ Effect of M.

incognita - T. asperellum interaction on tomato plants cv. Campbell-28

Tratamientos

Altura de
plantas (cm)

Diametro
del tallo

(mm)

Ndamero

ES

Masa
fresca
aérea (g)

Masa
fresca
raices (g)

Long. raiz

principal

(cm)

Plantas inoculadas con 27,14 b 4,86 b 7,86b 16,69 ¢ 7,27 a 22,43
nematodos

Plantas inoculadas con 32,14 ab 6,86 b 9,71 a 46,44 a 5,76 ab 25,5
nematodos y tratadas con

T. asperellum

Plantas tratadas con T. 37,57 a 14 ,71a 9,86 a 55,32 a 461b 31,14
asperellum

Plantas testigos 34,43 ab 571b 6,86b 31,48b 2,49 ¢ 25,71
ESx 2,19 4,74 0,73 8,49 1,0 1,81

La presencia de nematodos agalleros en las rai-
ces de las plantas provoca diversos efectos sobre el
crecimiento y el rendimiento, debido a su accion pa-
rasitica (17). De manera general, los nematodos afec-
taron negativamente el desarrollo de las plantas, solo
la masay el volumen de las raices se incrementan en
las plantas con nematodos, debido a la presencia de
las agallas.

Sin embargo, la aplicacion de T. asperellum cepa
Ta. 90 atenuo el efecto del nematodo en parametros
como altura, diametro del tallo, nimero de hojas y masa
fresca aérea; se mostraron plantas con buen vigor.
Desde el punto de vista practico, seria conveniente su
uso en la produccion protegida de hortalizas, donde
los nematodos estan siempre presentes en los suelos
y, ademas, porque pueden disminuir el ataque de
Fusarium spp., y con ello los dafios que ocasiona el
complejo Fusarium-nematodo en el cultivo del tomate.

Este tipo de comportamiento se observa en plan-
tas de tomate parasitadas por Meloidogyne spp. vy
tratadas con Trichoderma, se obtiene un follaje mas
exuberante en estas plantas que en el testigo con
nematodos (18). Asimismo se encontré que la apli-
cacion de Trifender (producto cuyo ingrediente activo
es una cepa de T. asperellum) no tuvo efecto sobre el
numero de hembras de Meloidogyne, pero la altura
de las plantas de pimiento aumento entre 12-15% y
el rendimiento entre el 25-35% durante el primer afio
del experimento, mientras que al siguiente el nUmero
de hembras disminuy6 en el 33% vy la altura de las
plantas se incremento6 en 11-18% (19). Otros autores
observaron incremento en altura, diametro de tallos,
masa fresca y rendimiento de tomate cultivar M2 tra-
tado con Trichoderma spp., aun en presencia de

Meloidogyne spp.; demostraron que, al compararlo con
el control sin tratar, Trichoderma spp. incrementa la
masa de la raiz y el tallo del tomate y del tabaco
hasta el 46%, (20).

Entre los efectos positivos de la inoculaciéon con
Trichoderma se incluye la de mejorar la respuesta de
las plantas ante el ataque de patégenos en la raiz,
contribuir a la solubilidad de los nutrientes del sueloy
al aumento del desarrollo de las raices, logrando una
mayor formacién de pelos radiculares y, por consiguien-
te, un enraizamiento mas profundo (21).

No se encontraron diferencias significativas (p<0,05)
con relacion al nimero de agallas por sistema radical
entre los tratamientos (2: planta + nematodos y 4: plan-
ta + nematodos + biorregulador), no obstante, se pro-
dujo una disminucién en el nimero medio de agallas
por raiz. En el tratamiento con la aplicaciéon de T.
asperellum cepa Ta. 90 se disminuyd el nimero de
agallas por raiz en mas del 10%, respecto a las plan-
tas no tratadas. De igual modo, no se encontraron di-
ferencias significativas en el indice de agallamiento,
con 3,71y 3,57, respectivamente.

Algunos factores pudieron actuar para que no se
produjera una disminucion marcada del indice de
agallamiento y del numero de agallas con relacién al
testigo, entre ellos aparecen que el nimero inicial de
nematodos introducido en este estudio fue un «nivel
de reto» y se sefialé que los agentes de control biol6-
gico de nematodos actuan mejor sobre bajas pobla-
ciones.

Como en el ensayo in vitro esta cepa produjo mor-
talidad de 90% de los juveniles, se evalu6 frente a un
nivel poblacional alto de nematodos para determinar el
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impacto de la misma, aplicada luego de que el
nematodo ya estuviera en el suelo (como ocurre en las
aplicaciones curativas). En este ensayo, con la aplica-
cion de Ta. 90, también se produjo menor nimero de
agallas, aunque sin diferencias significativas, lo que
indica que el hongo parasit6 un porcentaje de juveni-
les antes que penetraran en las raices y produjeran
més agallas (16). En estudios posteriores con esta
cepa, se debe tomar en cuenta este aspecto y evaluar
diferentes niveles poblacionales iniciales de M.
incognita, asi como los momentos de introducir el
biorregulador al sistema, de manera que se pueda es-
tablecer la efectividad técnica del agente para el ma-
nejo de nematodos en forma éptima.

La aplicacion de T. asperellum cepa Ta. 90 provocd
una disminucién en el nimero de huevos por hembras,
difiriendo significativamente con el testigo sin aplica-
cion (Fig. 3).
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FIGURA 3. EfectodeT. asperellum cepaTa. 90 sobred
nimero de huevos por hembra de M. incognita raza 2.
(EE=18,4;CV=0,34)./ Effect of the strain T. asperellumTa.
90 on the number of eggs per female of M. incognitarace 2
(SE=18.4; CV=0.34).

Este resultado tiene significacion practica, pues
representa una disminucion de mas 50% de los hue-
vOs que darian origen a nuevos juvenilesy re-infesta-
rian el cultivo, teniendo en cuenta que el ciclo del to-
mate es de méas de 100 dias.

La disminucién en el nUmero de huevos es una con-
secuencia del parasitismo detectado en ootecas y en
huevos, lo que ratifica el efecto observado bajo condi-
ciones in vitro. Esto es una evidencia del potente sis-
tema enzimético que posee la cepa Ta. 90, capaz de
ejercer su efecto bajo diversos ambientes, aspecto que
fue detectado con anterioridad en diferentes sustratos,
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donde mostré elevada actividad quitinasa y glucanasa
entre los cinco y siete dias de incubacion (datos no
publicados). Este tiempo de incubacién esta en co-
rrespondencia con el de incorporacion del producto al
suelo antes del trasplante.

Seinformd la reduccién del nimero de huevos por
ootecas cuando se aplicaron diferentes especies/ce-
pas de Trichoderma, en especial cuando se aplico T.
viride (22). Sharon et al. (6) notificaron que en los trata-
mientos que recibieron Trichoderma se produjo una
reduccion en la produccion de huevos de Meloidogyne;
mientras que la cepa PDBC TH23 de T. harzianum
disminuyd significativamente la multiplicacion del
nematodo e indice de agallamiento en relacion al con-
trol en tomate (23).

Se pudo constatar que el hongo creci6 en todos los
segmentos de raices que se colocaron en medio de
cultivo, evidenciando la presencia de Ta.90 en la su-
perficie de las raices. De igual modo, se produjo el
100% de parasitismo en ootecas y huevos de M
incognita.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo plan-
teado por Sharon et al. (16) acerca de que
Trichoderma posee la habilidad de parasitar diferen-
tes estadios del ciclo de vida de Meloidogyne, lo que
demostraron con T. asperellum cepa 203, que
interactué con J2, hembrasy huevos e interfirié en el
proceso de reproduccion.

Este aspecto debe continuar en estudio, debido a
su importancia practica para lograr disminuciones de
las poblaciones en el tiempo, sobre todo en especies
vegetales de ciclo corto, donde los productores usan
las areas para sembrar varios cultivos en el afio, algu-
nos de los cuales pueden ser susceptibles a nematodos
de agallas.

Los resultados sugieren que la cepa Ta. 90 de T.
asperellum posee potencialidades para ser utilizada
en el manejo de M. incognita en tomate, pues aun cuan-
do no se produjo una reduccion significativa del indice
de agallamiento y del nimero de agallas, se observo
disminucién en el nimero de huevos por hembray un
mejor comportamiento de las plantas, independiente-
mente de que estuvieran parasitadas por nematodos.
No obstante, resulta necesario continuar los estudios
y evaluar en campo la cepa, de manera que se pueda
establecer las dosis, los diferentes momentos de apli-
cacion y otros efectos adicionales que pudiera mos-
trar la cepa de Trichoderma probada. Esto permitiria
incorporar un producto de mayores perspectivas y
sostenibilidad al manejo de nematodos y Fusarium.
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