REBIOLEST 2013; 1(2): 65
Revista Cientifica de Estudiantes
Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo. Perti

Articulo Original

Efecto de 7Trichoderma atroviride, Trichoderma
harzianum'y Trichoderma viride sobre huevos de
Meloidogyne sp. en condiciones de laboratorio

Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianumy Trichoderma viride
effect on Meloidogyne sp.eggs under laboratory conditions

Gicelly A. T. Mendoza!, Juan H. Wilson?, Juan C. Colina3

ITesista de la Escuela AP de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Nacional de Trujillo (UNT). Trujillo.
Peru. 2Departamento de Microbiologia y Parasitologia. UNT. 3Exalumno de la Escuela AP de Microbiologia y
Parasitologia. UNT.

RESUMEN

Se determiné el efecto de 7richoderma atroviride, T. harzianum'y T. viride sobre huevos de Meloidogyne sp. en
condiciones de laboratorio. Para ello, se trabajo con seis tratamientos (T), de los cuales tres fueron controles: T1,
huevos de Meloidogyne sp. solos (control negativo); T2, huevos de Meloidogyne sp. con Oxamyl (control positivo)
y T3, huevos de Meloidogyne sp. con Pochonia chlamydosporia (control positivo) y los otros tres experimentales:
T4, huevos de Meloidogyne sp. con T. atroviride; TS5, huevos de Meloidogyne sp. con T. harzianumy T6, huevos de
Meloidogyne sp. con T. viride. A partir del cultivo puro de cada hongo, se preparé una suspension de 109
conidias/mL de cada hongo y un suspension de 900 ppm de oxamyl, se inoculo 2mL de cada suspensién en pocillos
que contenian 1 mL de agua destilada estéril con aprox. 100 huevos de Meloidogyne sp. incubandose por 72 horas,
con cuatro repeticiones por tratamiento. Se concluye que 7. atroviride, T. harzianum 'y T. viride tienen un efecto
negativo sobre la evolucion de los huevos de Meloidogyne sp. en condiciones de laboratorio.

Palabras clave: 7richoderma atroviride, Trichoderma. harzianum, Trichoderma viride, Meloidogyne sp., Pochonia
chlamydosporia, .Oxamyl.

ABSTRACT

Effect of Trichoderma atroviride, T. harzianum, and T. viride on Meloidogyne sp.-ova under laboratory conditions
was determined. To do this, we worked with six treatments (T), of which three were controls: T1, Meloidogyne sp.
alone (negative control); T2, Meloidogyne sp. with Oxamyl (positive control) and T3, Meloidogyne sp. with
Pochonia chlamydosporia (positive control) and three experimental: T4, Meloidogyne sp. with T. atroviride; TS,
Meloidogyne sp. with T. harzianum and T6, Meloidogyne sp. with T. viride . From the culture of each fungus was
prepared a suspension of 106 conidia/mL of each fungi suspension and 900 ppm of oxamyl, was inoculated into 2
mL of each suspension wells containing 1 mL of sterile distilled water at approx. 100 Meloidogyne sp. incubated for
72 hours, with four replicates per treatment. It was concluded that 7. atroviride, T. harzianum, and T. viride have a
negative effect on the development of eggs of Meloidogyne sp. under laboratory conditions.

Keywords: Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianum, Trichoderma viride, Meloidogyne sp., Pochonia
chlamydosporia, Oxamyl.
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INTRODUCCION

Las enfermedades de las plantas ocasionadas por hongos, bacterias, virus y nematodos!, constituyen
uno de los elementos limitantes para la produccion de cualquier cultivo agricola. Entre los nematodos
fitoparasitos que reducen significativamente la produccion agricola se encuentran los formadores de
noédulos del género Meloidogyne sp.3, causando pérdidas del 14 % de la produccion agricola mundial, lo
cual representa un tercio de las pérdidas atribuidas a plagas y enfermedades. Por tal motivo, se considera
como el nematodo mas comun y destructivo de plantas4.

El género Meloidogyne sp. integra varias especies importantes para la agricultura. Algunas de sus
especies son cosmopolitas y por sus habitos polifagos son considerados como los mas peligrosos para las
plantas por tener un amplio rango de hospederos, parasitando practicamente cualquier tipo de cultivoss.
Entre las especies relacionadas con importantes pérdidas econdémicas se encuentran Meloidogyne
incognita, M. javanica, M. haplay M. arenaria’89.

Las especies del género Meloidogyne sp. poseen tres etapas en su ciclo de vida: huevo, tres estadios
larvales y adulto!0. Las hembras producen aproximadamente 3000 huevos contenidos en una matriz
proteica gelatinosa, los que son depositados sobre la superficie de la raiz, y son inoculo efectivo para
iniciar la infeccion de la planta. Los juveniles sufren una primera muda dentro del huevo, pasando de
primer estadio larval (J1) a segundo estadio larval (J2), y cuando las condiciones de humedad y
temperatura son favorables las larvas del segundo estadio eclosionan del huevo!l. Las raices de las plantas
son parasitadas por el segundo estadio larval o juvenil infectivo de Meloidogyne sp.'2, completando su
ciclo vital en 1 — 2 meses, dependiendo de factores ambientales, por lo tanto pueden tener varias
generaciones durante un cultivo!3. 14,

Actualmente, el control quimico es una de las medidas que mas se utilizan para minimizar los dafios
causados por Meloidogyne sp.'s. Sin embargo, una de sus principales limitaciones de uso es que
contaminan el manto freatico lo cual puede afectar a la salud humana, y si no se aplican de manera
adecuada pueden ocasionar fitotoxicidad en las plantas y seleccionar poblaciones de nematodos
resistentes>.

Por lo tanto, es necesario disponer de otras alternativas mds compatibles con el ambiente, tales como el
control biologico, donde a partir de bacterias del género Bacillus, Pasteurela penetrans (Thome) y hongos
como Paecilomyces lilacinus y Pochonia chlamydosporia, se han obtenidos biopreparados de gran
eficiencia en el control de fitonematodos !:16.

P. chamydosporia, es un hongo parasito facultativo de huevos de nematodos, formando redes de hifas
con 6rganos especializados que penetran la capa vitelina mediante lisis enzimatica, el cual ha mostrado ser
un agente potencial de control bioldgico de nematodos formadores de noédulos (Meloidogyne sp.) 17:18.

Recientemente, se han reportado trabajos sobre el uso potencial de 7richoderma sp. en el control de
Meloidogyne sp. Aunque, las especies del género 7richoderma sp. son mas conocidas por estar entre los
antagonistas mas utilizados para el control de un grupo importante de patdogenos del suelo, principalmente
de los géneros Phytophthora sp., Rhizoctonia sp., Sclerotium sp., Pythium sp. y Fusarium sp., entre
otros!?.

Existe poca informacion sobre los mecanismos utilizados por las especies de Trichoderma sp. en el
control de nematodos. Sin embargo, se hablan de dos mecanismos, el primero es el parasitismo directo de
huevos o larvas mediante el aumento de la actividad de quitinasas o proteasas, siendo este un indicativo de
infectar huevos de nematodos; y el segundo es la induccion de los mecanismos de defensa de la planta 20,

Ferreira et. al2!, reportd que de todos los aislamientos que realizod, el asilamiento T-1 de 7richoderma
sp. fue el mas eficaz en el control de M. exigua, logrando parasitar al 53,33% de los huevos de este
nematodo. Asi mismo, Madail R.22 reportdé que todos los tratamientos “in vitro” que realizd6 con
aislamientos de 7richoderma sp. parasitaron a los huevos de M. javanica envolviéndolos con sus hifas.

Teniendo en cuenta que las especies de Trichoderma sp. son muy usadas en el control bioldgico de
hongos fitopatégenos; y que ademas se ha demostrado que 7richoderma sp. también puede controlar
nematodos, permitiendo que los agricultores empleen 7richoderma sp. no solo como hongo antagonista,
sino también como hongo nemato6fago; haciendo que los costos del tratamiento de sus cosechas
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disminuyan ya que necesitarian aplicar un solo tipo de controlador bioldgico. Por tal motivo, se hace
necesaria la busqueda de hongos que tengan la capacidad de controlar nematodos, por lo cual la presente
investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto de Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianum 'y
Trichoderma viride sobre huevos de Meloidogyne sp. en condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de cultivo joven de T. atroviride, T. harzianum, T. viridey P. chlamydosporia.

A partir de cada cultivo puro de 7. atroviride, T. harzianum, T. viride, y P. chlamydosporia se procedié a
resembrar por puntura respectivamente, en tubos de ensayo conteniendo Agar Papa Dextrosa (APD), los cuales
fueron incubados a 25°C durante 7 dias, obteniéndose asi un cultivo joven de 7. atroviride, T. harzianum, T.
viridey P. chlamydosporia.

Obtencion de huevos de Meloidogyne sp.

Las masas de huevos fueron extraidas de raices de P. volubilis “Sacha Inchi” que se encontraban
infectadas con Meloidogyne sp. Las raices fueron lavadas con agua de cafio y los nédulos presentes fueron
cortados y llevados al esteroscopio para la extraccion de masas de huevos. Las masas de huevos fueron
colocadas en frascos de penicilina que contenian una solucién de hipoclorito de sodio al 3 % para su
lavado, sometiéndolos a agitacion por 5 minutos aproximadamente. Luego se enjuagaron 5 veces
consecutivas con agua destilada estéril para eliminar trazas residuales de hipoclorito de sodio!022. En
seguida se procedi6 al conteo del nimero de huevos de Meloidogyne sp.

Estandarizacion de 7. atroviride, T. harzianum, T. viridey P. chlamydosporia.

A partir del cultivo puro de cada hongo, mediante la camara de Neubauer se prepard una suspension de
106 conidios/mL.

Preparacion de Oxamyl.

Se agregd 2 mL del Nematicida a un matraz conteniendo 98 mL de agua destilada, cantidad necesaria
para lograr una concentracion de 900 ppm.
Inoculacion de huevos de Meloidogyne sp.

Se colocd 2mL de suspension de cada tratamiento experimentales en pocillos, por separado, luego se
inoculo ImL de agua destilada estéril con aproximadamente 100 huevos de Meloidogyne sp. a cada
tratamiento. Para los tratamientos control se sigui6 con el mismo procedimiento.

Lectura

La evaluacion se realizo a las 24, 48 y 72 horas después de la inoculacion, realizandose observaciones

al microscopio a 40X respectivamente. Cada tratamiento consto de 4 repeticiones.

RESULTADOS

Se observo que tanto 7, atroviride, T. harzianum'y T. viride como los tratamientos positivos destruyen
los huevos de Meloidogyne sp., en una secuencia de parasitismo que concluye con la completa destruccion
a las 72 horas (Figs. 1,2,3 y 4)

DISCUSION

Al evaluar el efecto de Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianum'y Trichoderma viride sobre
huevos Meloidogyne sp. se observo que la destruccion que sufren los huevos de Meloidogyne sp. por T.
atroviride, T. harzianum 'y T. viride (Fig. 1, 2, 3 y 4), esto quizas se deba a que este género parasita al
fitopatogeno mediante enrollamiento, ganchos y cuerpo de tipo apresorio, que penetran la pared celular
por accion hidrolitica de las enzimas quitinasas y gluconasas?3. Estas enzimas pueden degradar la cuticula
de los insectos, cuya estructura estd compuesta por quitina2425.26, L a quitina esta presente en la cuticula de
los huevos de nematodos, afectandose grandemente con el tratamiento de las especies de 7richoderma?’-28,
Ademas, Trichoderma es capaz de producir diferentes antibidticos volatiles y no volatiles; y que se ha
demostrado que puede parasitar, controlar y destruir los fitonematodos!s. Es asi que, Pérez et. a/2° afirman
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que Trichoderma spp. es un biorregulador efectivo contra nematodos del género Meloidogyne por medio
de sus toxinas e hifas. Sharon et. a/3° observd que las enzimas extracelulares tales como quitinasas

Fig. 1. Observacion microscopica (40x) de huevos de Meloidogyne sp. sometidos a diferentes tratamiento, luego de 72 horas de
inoculacion: T1. Huevo de Meloidogyne solo, T2. Huevo de Meloidogyne con oxamyl, T3. Huevo de Meloidogyne sp. con
Pochonia chiamydosporia, T4. Huevo de Meloidogyne sp. con Trichoderma atroviride, TS. Huevo de Meloidogyne sp. con

Trichoderma harzianum, T6. Huevos de Meloidogyne sp. con Trichoderma viride

Fig. 2. Observacion microscopica (40 x) de la secuencia de destruccion que sufren los huevos de Meloidogyne sp. frente a
Trichoderma atroviride, a las 24, 48 y 72 horas de incubacion: A. Adherencia de hifa, B. Penetracion de hifa, C. Colonizacion de
hifas, D. Deformacion de embrion, E. Desintegracion de pared y F. Ruptura de huevo.
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Fig. 3. Observacion microscopica (40 x) de la secuencia de destruccion que sufren los huevos de Meloidogyne sp. frente a
Trichoderma harzianum, a las 24, 48 y 72 horas de incubacion: A. Adherencia de hifa, B. Penetracion de hifa, C. Colonizacion de
hifas, D. Deformacion de embrion, E. Desintegracion de pared y F. Ruptura de huevo.

Fig. 4. Observacion microscopica (40 x) de la secuencia de destruccion que sufren los huevos de Meloidogyne sp. frente a 7.
viride, a las 24, 48 y 72 horas de incubacion: A. Adherencia de hifa, B. Penetracion de hifa, C. Colonizacion de hifas, D.
Deformacion de embridn, E. Desintegracion de pared y F. Ruptura de huevo.

y proteasas con actividad antifiingica participan en la relacion de interaccion de M. javanicay
Trichoderma sp.
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Asimismo, si bien la mayoria de los nematicidas como el oxamyl controlan muy bien los nematodos

como se puede ver en la Fig 1, este tiene cierto efecto negativo sobre la planta, ya que paralizan su
desarrollo radicular, unido a la destruccion de mucha flora microbiana natural3!.
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CONCLUSION

o Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianum y Trichoderma viride tienen un efecto negativo
sobre los huevos de Meloidogyne sp. en condiciones de laboratorio.
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