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RESUMEN: El experimento se desarrollé en las &reas de investigacion de la Universidad de Pinar del Rio,
Cuba, con €l objetivo de evaluar € efecto de Trichoderma harzianum Rifai (cepa A-34) y extracto acuoso
de nim (Azadirachta indica A. Juss.) sobre una poblacion de Meloidogyne spp. en plantulas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) cultivar «PR-92». Se utilizaron 50 bolsas de polietileno con capacidad de 900 g
de sustrato, que se conformdé mediante una mezcla de suelo Ferralitico Amarillento Lixiviado, turbay cascarilla
de arroz (70:20:10). Los tratamientos estudiados fueron: plantulas + T. harzianum + nematodos, plantulas +
nim + nematodos, plantulas + T. harzianum + nim + nematodos, control (plantulas + nematodos) y control
absoluto (plantulas sin inoculaciones). Lainoculacion de nematodos se dirigio alarizofera, arazon de 0,5 J,-
huevos por gramo de sustrato. Se produjo reduccion del indice de agallamiento en 53,5%; 38,5% y 61,5%
para los tratamientos donde se aplicd T. harzianum, nim y su combinacion, respectivamente, con diferencias
significativas con relacion a control. También se lograron incrementos significativos en lalongitud y € diametro
del tallo y la masa seca de las plantulas de tomate con la aplicacion de T. harzianum y su combinacion con
extracto acuoso de nim.
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Interaction of Trichoderma harzianum Rifai and AzadirachtaindicaA. Jusson a population of
Meloidogyne spp. in seedlings of Solanum lycopersicum L.

ABSTRACT: The experiment was conducted in research areas of the University of Pinar del Rio, Cuba,
with the objective of evaluating the effect of Trichoderma harzianum Rifai (strain A-34) and an agueous
extract of neem (Azadirachta indica A. Juss.) on a population of Meloidogyne spp. in tomato seedlings
(Solanum lycopersicum L.) cultivar «PR-92x». Fifty polyethylene bags with a capacity of 900 g of substrate
containing a mixture of lixiviated yellowish ferralitic soil, peat, and rice hulls (70: 20: 10) were used. The
treatments were: seedlings + T. harzianum + nematodes, seedlings + neem + nematodes, seedlings + T.
harzianum + neem + nematodes, control (seedlings + nematodes) and an absolute control (uninoculated
seedlings). Nematode inoculation was directly in the rhizosphere at 0.5 J-eggs per gram of substrate.
Significant galling index reductions of 53.5%; 38.5% and 61.5 % in the treatments with T. harzianum, neem
or their combination, respectively, were observed. Significant increases were also achieved in the length and
stem diameter and the dry mass of tomato seedlings with the application of T. harzianum and its combination
with agueous neem extract.

Key words: root knot nematodes, tomato, Trichoderma, neem.

*Contacto para correspondencia: Yoerlandy Santana Bafios.
Correo electronico: yoerlandy@upr.edu.cu.



INTRODUCCION

La producciény la calidad del fruto en el cultivo del
tomate (Solanum lycopersicum L.) dependen del con-
trol adecuado de hongos y bacterias fitopatégenos, de
los insectos que dafan follaje y frutos, de los
nematodos que se alimentan de las raices y las male-
zas que compiten con las plantas por la humedad y
los nutrientes (1). Los nematodos fitoparasitos se en-
cuentran en un lugar cimero entre las plagas que afec-
tan este cultivo a escala mundial y nacional, en espe-
cial los formadores de agallas (Meloidogyne spp.). Se-
gun Moosavi (2), los fitonematodos causan pérdidas
del 12,3 % en la agricultura en el mundo y, cerca del
5% de las pérdidas, se atribuye a Meloidogyne spp.
Lamovsek et al. (3) los consideran como plagas impor-
tantes de muchas plantas cultivadas y Mukhtar et al.
(4) refirieron que el nematodo de la raiz Meloidogyne
incognita ((Kofoid y White) Chitwood) es uno de los
principales factores limitantes que afectan el crecimien-
to y el rendimiento, porque causan un estimado de
100 mil millones délares de pérdida por afio en todo el
mundo.

Lo anterior implica que, en la actualidad, la utiliza-
cion de medios biolégicos y los preparados botanicos
deben tomar auge como alternativas no quimicas en
el manejo de Meloidogyne spp., pues reducen el im-
pacto econémico-ambiental y, con frecuencia, favore-
cen el desarrollo de las plantas.

Una de las alternativas biol6gicas para el manejo
de Meloidogyne spp. es el uso de hongos antagonis-
tas del género Trichoderma. Segun Sharon et al. (5),
se evaluaron varias especies de Trichoderma como
agentes de control biolégico contra los nematodos en
diversos cultivos y condiciones experimentales; entre
los mecanismos involucrados se destacan el parasi-
tismo, la lisis enzimatica, la antibiosis y la resistencia
inducida. Preethi et al. (6) informaron que el aumento
del crecimiento de la planta, el rendimiento y otros
parametros podrian atribuirse a la liberacion de sus-
tancias promotoras del crecimiento por Trichoderma
spp. y otros agentes biolégicos estudiados en el con-
trol de M. incognita.

La utilizacién de plantas con propiedades o carac-
teristicas que favorecen la regulacién de poblaciones
de Meloidogyne spp. constituye una practica muy
promisoria para el manejo de esta plaga en las condi-
ciones de Cuba, sobre todo por el desarrollo alcanza-
do en la agricultura urbana. Un ejemplo de planta con
actividad nematicida es Azadirachta indica A. Juss.,
planta perteneciente a la familia Meliaceae, con activi-
dades bioldgicas de amplio uso en la agricultura para
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el manejo de plagas de insectos (7) y nematodos (8).
En Cuba, Gomez et al. (9) lograron disminuir los indi-
ces de agallamiento provocados por Meloidogyne spp.
en condiciones semicontroladas mediante la
biodesinfeccién con su follaje. Estudios recientes de
Rodriguez et al. (10) arrojaron una reduccion significa-
tiva de la poblacién de M. incognita mediante la desin-
feccidn de suelo infestado con diferentes dosis de de-
sechos de A. indica. Zareena y Vanita (11) lograron
una reduccién de formacion de agallas y masas hue-
vos en 70,3% y 59,3%, respectivamente, con el em-
pleo del extracto de torta de A. indica con T. harzianum.

Teniendo en cuenta lo antes expuesto, la investiga-
cién se realiz6 con el objetivo de evaluar el efecto de T.
harzianum (cepa A-34) y el extracto acuoso de A. indi-
ca sobre una poblacion de Meloidogyne spp. en
plantulas de tomate.

MATERIALESY METODOS

El experimento se desarroll6 en el Laboratorio de
Microbiologia y areas de investigacion de la Universi-
dad de Pinar del Rio, enlos 22°24°48"" Ny 83°41°16"
W. Las variables meteorol6gicas durante la investiga-
cion se caracterizaron por temperaturas entre 18,2 y
28,9°C, con una media de 22,6°C, y humedad relativa
promedio de 79%. Como planta hospedante se utilizé
S. lycopersicum cv. «<PR-92». Se establecieron cinco
tratamientos distribuidos en un disefio completamente
al azar, los cuales se muestran en la Tabla 1.

Como sustrato se empled una mezcla de suelo
Ferralitico Amarillento Lixiviado, Tipico, Cuarcitico (12),
turbay cascarilla de arroz para obtener una proporcién
de 70: 20: 10. Para la desinfeccién del sustrato se
uso formol (4%) vy se dejo tapado durante 72 horas,
mientras que la turbay la paja de arroz se esterilizaron
en estufa (121°C) durante cuatro horas. Se utilizaron
50 bolsas de polietileno con capacidad de 900 g de
sustrato.

La siembra se realiz6 de forma manual, colocando
cuatro semillas por bolsa y se dejaron solo dos
plantulas por bolsa después de la germinacién con
uniformidad en la eleccién de las mismas.

El biopreparado de T. harzianum (cepa A-34) se
obtuvo en el Centro de Reproduccion de Entoméfagos
y Entomopatdgenos (CREE) de «La Conchita», muni-
cipio Pinar del Rio. El biopreparado poseia una con-
centracion de 1,9 x 10° esp.ml? (100 % de purezay 96
% de viabilidad). La aplicacién de Trichoderma se rea-
lizo tres dias antes de la siembra y otras dos aplica-
ciones cada siete dias, empleando una dosis de 10 ml
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TABLA 1. Descripcion de los tratamientos utilizando T. harzianumy nim en diversas combinaciones para determinar
su efecto sobre € tomate y Meloidogyne spp./ Descriptions of treatments using T. harzianum and neem in various
combinations and its effect on tomato and Meloi dogyne spp.

No. Tratamientos con especificaciones Etiqueta

1 Aplicaciones de T. harzianum en plantulas de tomate con inocul acién de nematodos en la T
rizosfera

2 Aplicaciones de extracto acuoso de nim (5 % m/v) en plantul as de tomate con inoculacion de N
nematodos en larizosfera

3 Aplicacionesde T. harzianumy extracto acuoso de nim (5 % m/v) en plantulas de tomate T+N
con inoculacion de nematodos en larizosfera.

4 Plantulas de tomate con inoculacién de nematodos en larizosfera. C
Plantulas de tomate sin inocul acién de nematodos en larizosfera. CA

x bolsa de solucién conidial?, obtenida a partir de una
proporcion de 25 g.I'*del biopreparado con agua.

Para la preparacion del extracto acuoso de nim se
uso el follaje de la planta, que fue recolectado de arbo-
les de los organopodnicos del reparto Calero en Pinar
del Rio. El follaje se someti6 a un proceso de secado
en condiciones ambiente, a la sombra, hasta perder
entre 90y 95% de humedad. La preparacion se realizé
en recipiente de vidrio, se garantizé 50 g de follaje tritu-
rado por litro de agua durante 8 h; posteriormente, se
filtr6 la solucién obtenida y se aplicaron 15 ml x bolsa*
cinco dias después de la germinacién y otras dos apli-
caciones cada siete dias.

El in6culo se obtuvo siguiendo la metodologia de
Hussey y Barker (13). Para obtener juveniles y huevos
de nematodo agallero, se tomaron muestras de suelo
y raices de tomate infestado con nematodos proce-
dentes de unafinca proxima alas areas de la Universi-
dad. Para obtener el inéculo se sembraron, en ese
suelo infestado, plantas indicadoras (Cucurbita spp.)
y se espero el tiempo prudencial para obtener suficien-
te poblacién de nematodos. El andlisis de las raices
permitid determinar la presencia de M. incognica y
Meloidogyne sp. en menor medida. La aplicacion del
inoculo se realizd en la zona de la rizosfera cinco dias
después de la germinacion y se garantizd 0,5 J,-hue-
vos por gramo'* de suelo en cada bolsa.

Las evaluaciones se realizaron 35 dias después de
la germinacion, momento en que se extrajeron 10
plantulas de cada tratamiento y se procesaron en el
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Pinar
del Rio; en ellas se cuantificaron el indice de agallamiento
(IA) através de la metodologia de Taylor y Sasser (14),
asi como la longitud y el diametro del tallo (cm), el na-
mero de hojas, la masa fresca total, foliar y radical (g) y
la masa seca total, foliar y radical (g).
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Los datos obtenidos se sometieron a un Analisis
de Varianza Simple (ANOVA) y al método de compa-
racion de rangos mdltiples de Duncan; se aceptaron
diferencias significativas para p<0.05. También se rea-
liz6 el analisis de componentes principales. Se em-
ple6 el programa estadistico SPSS para Windows,
version 21.0.

RESULTADOSY DISCUSION

Se evidenciaron efectos supresores de T.
harzianum (cepa A-34), el extracto acuoso de nimy su
combinacion sobre la poblacion de Meloidogyne spp.
al reducir el indice de agallamiento en 53,5%; 38,5%y
61,5%, respectivamente, con diferencias significativas
respecto al control (Fig. 1). Estos resultados coinci-
den con los obtenidos por Zareenay Vanita (11), quie-
nes constataron la reduccion del numero de agallas 'y
masas de huevos en 70,3% y 59,3%, respectivamen-
te, con el empleo del extracto de torta de nimy T.
harzianum. Otros autores, como Kumar et al. (15), lo-
graron reducir el nimero de agallas y ootecas, asi como
el grado de infestacion en los tratamientos donde se
empled T. harzianum comparado con el control.

Moosavi (2) y Almeida et al. (16) encontraron una
reduccion significativa en el nimero de agallas provo-
cadas por M. javanica cuando utilizaron preparados de
nim.

Los tratamientos provocaron la existencia de dife-
rencias significativas en la longitud y el diametro del
tallo para los tratamientos con T. harzianum y su com-
binacién con nim respecto al control. El nUmero de
hojas por plantas no arroj6 diferencias significativas
entre los tratamientos (Tabla 2).
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FIGURA 1. indice de agallamiento provocado por
Meloidogyne spp en € sistema radical del tomate cuando
se trat6 el sustrato donde crecieron con T. harzianum (T),
nim (N) y su combinacion (T+N), en comparacion con las
plantas controles (con nematodos (C) y sin ellos (CA)).
Letrasdistintasindican diferenciassignificativas (p<0.05)./
Galling index on the tomato root system caused by
Meloidogyne spp. when the substrate was treated with T.
harzianum (T), neem (N) or their combination (T+N), in
comparison with the controls, with (C) and without (CA)
nematodes.

TABLA 2. Efecto de los tratamientos con T. harzianum
(T), nim (N) y su combinacion (T+N) en comparacion
con las plantas de tomate infestadas con Meloidogyne
spp. y los controles (con nematodos (C) y sin ellos
(CA)), sobre la longitud y el diametro del tallo y
nimero de hojas/ Effect of the application of T.

harzianum (T), neem (N) or their combination (T+N) on
the length and stem diameter and number of leaves of
tomato plants infested with Meloidogyne spp., in
comparison with the controls with (C) and without (CA)
nematodes.

Tratamientos LT (cm) DT (cm)
T 13,50 ab 0,35a 36a
N 12,68 b 0,32b 32a
T+N 13,96 a 0,36 a 36a
C 11,02 ¢ 0,32b 30a
CA 13,04 ab 0,34 ab 32a
ESX. 0,25 0,01 0,10

Letras distintas en una misma columna indican
diferencias significativas (p=<0.05)
Leyenda: LT: longitud del tallo; DT: diametro del talo;

No.H: nimero de hojas; EE: error estandar
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Conrelacion al empleo del extracto acuoso de nim,
no se encontrg interferencia sobre el crecimiento de
las plantulas, incluso arrojé un incremento de 13,2 %
respecto al control para el didmetro del tallo. Resulta-
dos similares obtuvieron Almeida et al. (16), pues infor-
man un incremento en la longitud del tallo para los
tratamientos con diferentes formas de utilizacion de
preparados de nim en plantas de tomate inoculadas
con M. javanica.

Lareduccion de la longitud del tallo en las plantulas
infestadas con Meloidogyne spp. y no tratadas (C), res-
pecto a las plantas sanas (CA), corroboraron los crite-
rios de Jahanshabhi et al. (17), quienes observaron una
reduccion significativa de la longitud del tallo principal
en Olea europaea L., con valores de 37,6% y 10,7%
en plantas que se inocularon con M. javanica y M.
incognita, respectivamente, en comparacién con las
plantas no infestadas.

Los resultados sugieren la existencia de un efecto
positivo de las aplicaciones de T. harzianum y su com-
binacién con nim sobre el crecimiento de las plantulas
de tomate, independientemente de la infestacion por
Meloidogyne spp., pues los indices de agallamiento al-
canzados resultaron bajos para provocar consecuen-
cias sobre el crecimiento; razén por la que solo se cons-
tataron diferencias significativas para la longitud del ta-
llo entre los tratamientos control y control absoluto.

Los resultados coincidieron con los criterios de que
M. incognita puede ser controlado mediante el uso de
los agentes bioldgicos y botanicos que, a su vez, au-
menta el rendimiento y el crecimiento de las plantas
(11). Hernandez-Ochandia et al. (18) informaron que la
aplicacion de T. asperellum cepa Ta.90 atenud el efec-
to negativo de M. incognita en parametros como son
la altura, el diametro del tallo, el nUmero de hojas y la
masa fresca aérea de plantas de tomate. Asimismo,
Stewart y Hill (19) plantearon que las especies de
Trichoderma pueden inducir cambios en la morfologia
de la planta y su desarrollo.

No se produjeron diferencias significativas para las
variables masa fresca total, foliar y radical en los trata-
mientos con T. harzianum, su combinacién con nim y
control absoluto (Tabla 3), con medias superiores al nim
y al control que no difieren entre ellos. La masa seca
total arrojé un incremento de 14,25% y 8,18% en los
tratamientos con T. harzianum y su combinacion con
nim, respectivamente, con relacion al control absoluto.
También se destaca una reduccion de la masa seca total
en las plantas tratadas con nim (25,8%), aungue sin dife-
rencias significativas con el control absoluto, lo que po-
dria descartar un efecto fitotoxico del extracto acuoso
sobre el crecimiento de las plantas de tomate.
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TABLA 3. Efecto de los tratamientos con T. harzianum (T), nim (N) y su combinacion (T+N), en comparacion con las
plantas de tomate infestadas con Meloidogyne spp., Y los controles (con nematodos (C) y sin ellos (CA)), sobre las
variables masa fresca y seca./ Effect of the application of T. harzianum (T), nim (N) or their combination (T+N) on the
fresh mass and dry mass of tomato plants infested with M oidogyne spp., in comparison with the controls with (C) and
without (CA) nematodes.

Tratamientos MFT (g) MFF () MFR (g) MST (g) M SF (g) MSR (g)
T 3,72a 3,24 a 0,48 a 0,249 a 0,219 a 0,029 &b
N 2,38b 2,14b 0,24b 0,161 bc 0,146 bc 0,015¢c
T+N 346a 3,10a 0,36 a 0,235a 0,211 a 0,024 b
C 2,06b 1,86b 0,20b 0,141 c 0,125¢c 0,016 c
CA 3.26a 284a 042a 0,216 ab 0,182 ab 0,035a
E.E. 0,16 0,14 0,03 0,01 0,01 0,00

L etras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)
Leyenda: MFT: masa frescatotal; MFF: masafrescafoliar; MFR: masafrescaradical; MST: masa secatotal; MSF:
masa seca foliar; MSR: masa secaradical; EE: error estandar

Los resultados coincidieron con los de Preethi et TABLA 4. Corrdacion entre las componentes

al. (6), quienes informaron recientemente que en los
tratamientos donde se aplicé T. harzianum se produje-
ron incrementos en la masa fresca y seca total de las
plantas al comparar el agente biol6gico con el control.
Sin embargo, Kumar et al. (15) reportaron valores infe-
riores de masa fresca en tratamientos con T. harzianum
respecto al control en plantas de quimbombd
(Abelmoschus esculentus L.).

Stewart y Hill (19) informaron que el aumento de la
raiz y/o biomasa foliar es la expresion mas comun de
la promocion del crecimiento inducida por especies de
Trichoderma, aunque también se reportaron cambios
en la morfologia de la planta y el desarrollo.

A continuacién se expone el andlisis de compo-
nentes principales (Tabla 4), donde se obtuvieron dos
nuevas variables que explican el 79,8% de la varianza
de los resultados. Se evidencié que la primera compo-
nente esta determinada por las variables originales
masa fresca total y foliar, masa seca, longitud y dia-
metro del tallo y nimero de hojas; con esta compo-
nente se muestran correlaciones positivas fuertes
(£70%), mientras que el indice de agallamiento arroj6
una correlacién negativa débil (-32,6%). Lo anterior
sugiere que las variables de crecimiento en las plantulas
de tomate cv. PR-92 no mostraron una afectacion sig-
nificativa ante el indice de agallamiento, aspecto que
puede estar relacionado con los bajos indices obteni-
dos. Por otra parte, la segunda componente esta de-
terminada por el indice de agallamiento, con una co-
rrelacion positiva fuerte (90,3%).

Los resultados evidenciaron efectos positivos de T.
harzianum y el extracto acuoso de nim sobre la regu-
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principales extraidas y variables originales./ Correlation
between extracted principal components and original
variables.

VARIABLES Componentes £yt accién
ORIGINALES 1 2

Masa fresca total 984 | .071 .972
Masa fresca foliar .980 | .107 .972
Masa frescaradical 575 | .168 .359
Longitud del tallo 815 | -177 | .695
Diametro del tallo .830 | .193 727
NUmero de hojas 760 | .164 .604
Distanciaentrenudos | .637 | -.186 A73
Masa seca total 977 | .093 .963
Masa seca foliar 964 | .143 .950
Masa secaradical .887 | -.173 .816
Indice de agallamiento | -.326 | .903 .922
Varianza (%) 69.7 | 10.1 79.8

lacion de Meloidogyne spp. y el crecimiento de las
plantulas de tomate, sobre todo cuando se utilizaron
de forma combinada, lo que sugiere continuar profun-
dizando en la utilizacion de estos biopreparados como
alternativas que ofrecen distintas bondades cuando se
utilizan en el manejo de nematodos fitoparasitos.
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