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RESUMEN

Los nematodos del género Meloidogyne son considerados de importancia agricola debido a
los dafios que provoca en el sistema radicular, estan presentes en Solanaceas como el tomate
(Solanum lycopersicum L.) y el chile habanero (Capsicum chinense Jacq). Estos causan
pérdidas en el rendimiento del 20-50%. Una alternativa de control bioldgico es la aplicacion
de hongos benéficos como Trichoderma. El presente trabajo tuvo como objetivo estimar en
condiciones protegidas el efecto individual y combinacion de 7. harzianum (8-2019) y T.
asperellum (Tal3-17) en el biocontrol de M. incognita en S. lycopersicumy C. chinense, asi
como, determinar la presencia de los genes Sml y Epll en T. harzianum (8-2019) y T.
asperellum (Tal3-17) relacionados con la resistencia sistémica. Se utilizd6 un disefo
experimental completamente al azar y se evaluaron cinco tratamientos con 10 repeticiones
por cultivo: T1: 8-2019 (10 conidios mL™), T2: Tal3-17 (10° conidios mL), T3:
Combinacion (8-2019+Tal3-17), T4: Fithan® (10° conidios mL') y T5: testigo (sin
inoculantes). Para obtener indculo del nematodo se utilizd 4,000 huevos por maceta; se
evaluo el indice de agallamiento (IA), el nimero de huevos (NHU) y hembras (NHE) por g
de raiz, ademads de altura de planta (AP), didmetro de tallo (DT), volumen radicular (VR),
biomasa seca foliar (BSF) y biomasa seca de raiz (BSR). Para la deteccion de los genes se
realizd una extraccion de ADN de Trichoderma spp. y Reacciones de Cadena de la
Polimerasa (PCR) utilizando iniciadores especificos para los genes Sm/ y Epll; En S.
lycopersicum, a los 100 dias después del trasplante (ddt), los analisis estadisticos mostraron
diferencias significativas (p < 0.01) entre tratamientos. Respecto al TS5, el T3 disminuyo el
IA un 71 %; en el NHE y NHU un 93 %. En las variables de crecimiento el T1 y T2
incrementaron un 23 % y 28 % en AP, un 12 % y 15 % en DT, un 29 % y 19 % en VR, un
40 % y 45 % en BSF y un 38 % y 26 % en BSR. En C. chinense, a los 140 ddt, el T2
disminuyo respecto al testigo el IA un 66 %, el NHE un 90 % y el NHU un 86 %. E1 T1 y T2
incrementaron en AP un 9 %y 10 %, enel DT un 17 % y 12 %, en el VR entre un 76 % y 88
%, en la BSF un 26 % y 30 %, y BSR un 22 % y 31 %, respectivamente. En S. [ycopersicum
y C. chinense, la aplicacion de Trichoderma spp. son una alternativa para biocontrol de M.
incognita y son capaces de promover el crecimiento. Solo en 7. asperellum (Tal3-17) se

detecto el gen Epll asociado con la activacion de la resistencia sistémica.

Palabras clave: Agallador, antagonista, genes, endofito, fitonematodo.
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ABSTRACT

Nematodes of the genus Meloidogyne are considered of agricultural importance due to the
damage they cause to the root system, they are present in Solanaceae such as tomato
(Solanum lycoperscum L.) and habanero pepper (Capsicum chinense Jacq). They cause yield
losses of 20-50%. An alternative for biological control is the application of beneficial fungi
such as Trichoderma. The objective of this work was to estimate, under protected conditions,
the individual and combination effect of 7. harzianum 8-2019 and T. asperellum Tal3-17 on
the biocontrol of M. incognita in S. lycopersicum and C. chinense. As well as, determine the
presence of the Sm/ and Epll genes in T. harzianum 8-2019 and T. asperellum Tal3-17
related to systemic resistance. A completely randomized experimental design was used and
five treatments with 10 repetitions per crop were evaluated: T1: 8-2019 (107 conidia mL-1),
T2: Tal3-17 (10 conidia mL-1), T3: Combination (8-2019+Tal3-17), T4: Fithan® (10-6
conidia mL-1) and T5: control (without inoculants). To obtain nematode inoculum, 4,000
eggs per pot were used; The galling index (AI), the number of eggs (NHU) and females
(NHE) g of root were evaluated, as well as plant height (AP), stem diameter (DT), root
volume (VR), leaf dry biomass (BSF) and root dry biomass (BSR). To detect the genes, DNA
extraction from 7richoderma spp. and Polymerase Chain Reactions (PCR) using specific
primers for the Sm/ and Epll genes; In S. lycopersicum, at 100 days after transplantation
(dat), statistical analyzes showed significant differences (p < 0.01) between treatments.
Compared to T5, T3 decreased the Al by 71 %; in the NHE and NHU 93 %. In the growth
variables, T1 and T2 increased by 23% and 28 % in AP, 12 % and 15 % in DT, 29 % and 19
% in VR, 40 % and 45 % in BSF and 38 % and 26 % in BSR. In C. chinense, at 140 dat, T2
decreased compared to the control, IA by 66 %, NHE by 90 % and NHU by 86 %. T1 and
T2 increased in AP by 9 % and 10 %, in DT by 17 % and 12 %, in VR between 76 and 88
%, in BSF by 26 and 30 %, and BSR by 22 % and 31 %, respectively. In S. lycopersicum and
C. chinense, the application of Trichoderma spp. They are an alternative for biocontrol of M.
incognita and are capable of promoting growth. Only in 7. asperellum (Tal3-17) was the

Epll gene associated with the activation of systemic resistance detected.

Keywords: Root weaver, antagonist, genes, endophyte, phytonematode.

1X



1.1 INTRODUCION

Los nematodos del género Meloidogyne son fitopatdgenos responsables de la formacion de
agallas en los tejidos radiculares, afectan la absorciéon de nutrientes y agua, ocasionan
susceptibilidad y facilidad en la introduccion e infeccion de otros fitopatogenos (Cristobal-
Alejo et al., 2023). Cuando las plantas son parasitadas por estos fitopatdogenos, causan
clorosis, caida de flores, frutos, marchitez, reduccion de crecimiento y pérdidas de
produccion del 20-50%. Las especies de Meloidogyne, se encuentran distribuidos en regiones
tropicales y subtropicales, en particular las especies de Meloidogyne incognita, M. arenaria,
M. hapla y M. javanica (Castaiieda-Laureles et al., 2022); en México, afectan solanaceas
como tomate y chile habanero, éste ultimo cuenta con una denominacion de origen desde el
2010 como “chile habanero de la peninsula de Yucatan” (SIAP, 2023). Estas hortalizas son
importantes, por utilizarse como ingredientes en la cocina y destacan por ser cultivos de
exportacion con alta demanda de consumo, valor nutricional y econémico (SIAP, 2024). En
los ultimos afios el rendimiento de estos cultivos ha disminuido por la presencia recurrente
de este nematodo, lo que ha obligado al uso excesivo de nematicidas quimicos con poca
efectividad lo que selecciona poblaciones resistentes, dafios a la salud humana, al ambiente

y al microbioma del suelo (Martinez-Canto et al., 2022).

Ante esta problematica, se ha incrementado la busqueda de aislamientos de microorganismos
antagonistas del género Trichoderma spp. Este género tiene la capacidad de colonizar la
rizosfera, promover el crecimiento vegetal e inducir la activacion de mecanismos de defensas
de las plantas (Oliveira et al., 2022). Las especies de Trichoderma presentan diferentes
mecanismos de accidn como: competencia por espacio y nutrientes, antibiosis y parasitismo
de hongos, nematodos y otros fitopatogenos (Matas-Baca et al., 2023), ademas de generar
proteinas, acido indolacético y sider6foros que en conjunto favorecen la nutricion y
promueven el crecimiento para mejorar la productividad de los cultivos (Zhin y Badaluddin

et al.,2020).

La efectividad individual de Trichoderma ha sido probaba ampliamente, y han mostrado un
potencial como antagonista tanto in vitro como in vivo de fitopatdgenos en diversos cultivos.
Sin embargo, existe poca informacidon que aporte una evidencia del efecto en combinacion

de estos microorganismos como agentes de biocontrol.



1.2 ANTECEDENTES

1.2.1 Caracteristicas de Meloidogyne incognita

Las especies del género Meloidogyne son considerados de importancia para el sector agricola.
En México, se han encontrado principalmente especies como: Meloidogyne incognita, M.
arenaria, M. hapla, M. javanica y recientemente M. enterolobii (Castafieda-Laureles et al.,
2022; Gémez-Rodriguez et al., 2024). Para Yucatan, se reportd por primera vez la presencia
de M. incognita en cultivos de tomate y chile habanero, distribuyéndose a localidades
principales de zonas horticolas, donde ocasionaron severos dafios en el sistema radicular de
cultivos como meldn, pepino, calabaza, sandia, frijol, entre otros (Cristobal-Alejo et al.,
2021). Estos nematodos cuentan con una amplia gama de hospedantes, tan solo una especie
de este género tiene la capacidad de infectar diversidad de hospedantes. También, un mismo
hospedante puede tener a mas de una especie de este género, lo que causa un solapamiento

de especies (Chirinos, 2024).

1.2.2 Ciclo biolégico de Meloidogyne incognita

El ciclo empieza con la ovoposicion de la hembra adulta, en este estadio el nematodo deposita
los huevos en una masa gelatinosa, secretada por glandulas rectales, la cual estd compuesta
por glicoproteinas; tiene la funcion de preservacion y proteccion de los huevos en
condiciones ambientales extremas o depredacion por otros microorganismos (Chirinos,

2024).

Después de la ovoposicion, el desarrollo de los huevos (embriogénesis) da lugar al primer
estado juvenil (J1) que se presenta de forma enrollada dentro del huevo con movimiento
limitado y con estilete. Le sigue una primera muda, dentro del huevo y después eclosiona el
juvenil del segundo estadio (J2) el cual rompe la membrana de huevo mediante movimientos
retractiles que realiza con su estilete (Ledn de la Cruz, 2021). En el suelo, el J2 necesita
localizar un hospedante de manera inmediata, donde es atraido por las raices y penetra para
alimentarse con su estilete de células gigantes que forman durante esta interaccion y que
mantienen con la participacion de glandulas esofagicas, una vez formada la célula gigante,
el nematodo se vuelve sedentario y se hincha (Cristobal-Alejo ef al., 2021). En condiciones
favorables, el J2 muda al tercer estadio juvenil (J3), después al juvenil de cuarta etapa (J4),

y finalmente a la etapa adulta (Ledn de la Cruz, 2021).



Cuenta con un dimorfismo sexual, las hembras periformes (globosas) al ser sedentarias y
pueden producir huevos por partenogénesis, iniciando nuevamente el ciclo de vida. Por el
contrario, los machos son filiformes abandonan la raiz, permaneciendo en el suelo y no hay

evidencia de que se alimenten (Castafieda-Laureles et al., 2022).

1.2.3 Sintomatologia causada por Meloidogyne incognita

Los sintomas mas caracteristicos de la enfermedad son los que aparecen sobre los 6rganos
subterraneos de las plantas. En las raices infectadas se forman agallas, como consecuencia
de una hipertrofia e hiperplasia, que ocurren cuando los nematodos liberan enzimas durante
la alimentacion, provocando que las plantas pierdan la capacidad de absorber agua y
nutrientes (Garces, 2022). Los sintomas de los 6rganos aéreos son similares a los que
producen muchas otras enfermedades de la raiz o factores del ambiente, como caida de hojas,
falta de vigor, marchitez, inflorescencias y frutos con desarrollo deficiente (Cristobal-Alejo
et al., 2021), provocando alteraciones en la continuidad del tejido vascular, reduccion del

crecimiento de las plantas (Castaneda-Laureles ef al., 2022).

1.2.4 Caracteristicas de Trichoderma spp.

El género Trichoderma es un hongo saproéfito cosmopolita, se alimentan de materia orgdnica
y se distribuyen en suelos de diferentes ecosistemas (Sood et al., 2020). Su morfologia
microscopica de los conidioforos en estado anamorfo es ramificada, con hifas tabicadas que
poseen mas de un nucleo; los conidios son ovoides uninucleados, con pared normalmente
lisa, hifas hialinas al inicio y se tornan verde oscuro o amarillento. La mayoria de las cepas
son aterciopeladas dispuestas en circulos concéntricos con diferentes tonalidades, indicando
la formacion de esporas. Para su crecimiento necesitan bajos requerimientos nutricionales y

un rango de 25-30 °C (Matas-Baca et al., 2023).

Actualmente, se han descrito al menos 541 especies y alrededor del 10% han sido
aprovechadas como agentes de control bioldgico de enfermedades de importancia agricola
(Andrade-Hoyos et al., 2023). Presentan mecanismos de biocontrol por micoparasitismo,
competencia, antibiosis, suprime la actividad de organismos fitopatogenos, mantiene el
microbioma del suelo y mejora el crecimiento y produccion de las plantas (Martinez-Canto
et al., 2021). Estas especies se distinguen por su rapido crecimiento, su capacidad de
colonizacion y la produccion de metabolitos secundarios que inhiben el crecimiento de

hongos, eclosién de huevos e inmovilidad de nematodos (Zhin y Badaluddin, 2020). La



produccion de enzimas como celulasas, quitinasas, glucanasas participan en la hidrolisis de
la pared celular para penetrar a los hongos y a los nematodos. Asi, como promover el
crecimiento vegetal e inducir la activacion de mecanismos de defensas de las plantas
(Oliveira et al., 2022). Se ha demostrado que el uso de cepas nativas tiene mayor efectividad;
por su adaptabilidad a las condiciones abidticas, lo que favorece su establecimiento y

colonizacion de hospederos (Celis-Perera et al., 2021).

Como antagonista de M. incognita, especies de Trichoderma se han evaluado en diversos
cultivos. En S. lycopersicum, la evaluacion individual de 7. erinaceum (Tel0-15) disminuyd
el 60.3 % en el nimero de huevos y el 80.6 % en el nimero de hembras (Martinez-Canto et
al., 2022). Sin embargo, en estudios con la combinacion de Trichoderma spp. mostraron su
efectividad antagonica en S. lycopersicum donde la combinacion de 7. citrinoviride (Th33-
58) y T. harzianum (Th33-59) redujeron un 83 % el indice de agallamiento, un 94.1 % el
nimero de hembras y un 80.3 % el nimero de huevos (Moo-Koh et al., 2018). En C.
chinense, se combinaron 7. asperellum (Tal3-17)y T. erinaceum (Tel0-15) y disminuyeron
el 86.1 % en el indice de agallamiento, el 85 % en el nimero de hembras y el 75 % en el
nimero de huevos (Puc, 2023). En Caspsicum annuum, la aplicacion de Trichoderma spp.
registré reducciones entre un 32 % al 6 % en el indice de agallamiento, un 84.3 % al 45.35
% en el nimero de hembras y un 90 % al 27 % en numero de huevos (Basto-Pool et al,,
2023). La combinacion de T. harzianum-C1, T. atroviride, T. virens y T. harzianum-C2
redujeron la reproduccion del nematodo un 68 % el numero de huevos y un 42 % el nimero

de hembras en C. annuum (Herrera-Parra et al., 2023a)

Por otra parte, Trichoderma spp. posee la facultad de inducir la activacion de mecanismos de
defensas, regulado por elicitores que pueden originarse en la planta hospedera (elicitores
enddgenos) o en el microorganismo (elicitores exdgenos) induciendo respuestas bioquimicas
o estructurales que se asocian con la expresion de resistencia a enfermedades de las plantas
(Rojas-Moreno et al., 2023). Entre los elicitores, se encuentran las proteinas del tipo
ceratoplataninas, como el Sm/ y su homologo Epll (Tanaka y Kahmann, 2021). El Sm/
mediante la participacion con el dcido jasmonico (AJ) y el etileno (ET) activa la resistencia
sistémica inducida en las primeras etapas de interaccion con la planta. Mientras la proteina
Epll favorece la sefializacion de las vias del 4cido salicilico (AS) induciendo la resistencia
sistémica adquirida como medida de defensa al ataque de fitopatogenos (Martinez-Canto et

al., 2021).



En estudios recientes, T. virens Gv29-8 expreso la proteina Sm/ induciendo defensas locales
y sistémicas en plantas de algodon, arroz y maiz cuanto se inocularon con fitopatégenos
biotroficos y necrotroficos (Sharma et al., 2022). Rojas-Moreno et al. (2023) encontraron
que T. atroviride (TaOE) con la proteina Ep/l aument6 en plantas de tomate, la resistencia a
diferentes fitopatogenos y en 7. asperellum (T4) mostro actividad protectora contra
Cercosporidium sofinum en hojas de soja. También, 7. virens (Th27-08 y Th32-09) con la
presencia de Smi y T. asperellum (19-31) y T. erinaceum (Tel0-15) con la proteina Ep/l
indujeron resistencia sistémica ante el ataque de hongos y nematodos (Martinez-Canto et al.,

2021; Martinez-Canto et al., 2022).



1.3 HIPOTESIS

La combinacion de 7. harzianum 8-2019 y T. asperellum Tal3-17 mejora el biocontrol de
M. incognita en S. lycopersicum y C. chinense, por lo que el crecimiento y rendimiento de
las plantas aumenta significativamente en relacion al efecto individual y al testigo sin

inoculantes.



1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de Trichoderma spp. en el biocontrol de M. incognica en S. lycopersicum y

C. chinense.

1.4.2 Objetivos especificos
e Estimar el efecto individual y combinacion de 7. harzianum 8-2019 y T. asperellum
Tal3-17 en el biocontrol de M. incognita en S. lycopersicum'y C. chinense.
e Determinar la presencia de genes Sm!ly Epll en T. harzianum 8-2019 y T. asperellum

Tal3-17 relacionados a la resistencia sistémica.



1.5 EXQUEMA EXPERIMENTAL

Etapa 1

Activacion de Trichoderma spp.
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Capitulo ll. BIOCONTROL DEL NEMATODO AGALLADOR (Meloidogyne
incognita) CON CEPAS NATIVAS DE Trichoderma spp. EN TOMATE (Solanum

Iycopersicum L.)

sabidomaryjose@gmail.com, jairo.ca@conkal.tecnm.mx

RESUMEN

A nivel mundial, el tomate (Solanum lycopersicum) es una hortaliza requerida por su
consumo, valor nutricional y econdmico. Sin embargo, la presencia de Meloidogyne
incognita un nematodo agallador que puede causar pérdidas de produccion de hasta el 50%.
Una alternativa de control bioldgico es el uso del hongo del género Trichoderma. El objetivo
de este estudio fue evaluar en condiciones protegidas el biocontrol de M. incognita con cepas
nativas de Trichoderma spp. Se utiliz6 un disefio completamente al azar, cinco tratamientos
con 10 repeticiones (T1: T. harzianum 8-2019, T2: T. asperellum Tal3-17, T3: combinacién
8-2019+Tal3-17, T4: Fithan® Trichoderma spp., y T5: testigo sin inoculantes). Los analisis
mostraron diferencias significativas (p < 0.01) entre tratamientos. Con relacion al tratamiento
testigo, el tratamiento combinacion 8-2019+Tal3-17 tuvo reducciones del 71 % en el indice
de agallamiento y del 93 % en el nimero de hembras y nimero de huevos. Sin embargo, en
las variables de crecimiento en relacion con el tratamiento testigo sin inoculantes, los
tratamientos 7. asperellum Tal3-17 y T. harzianum 8-2019 incrementaron un 23 % y 28 %
en altura, un 12 % y 15 % en didmetro de tallo, un 29 % y 19 % en volumen radicular, un 40
% y 45 % en biomasa seca foliar y un 38 % y 26 % en biomasa seca de raiz. El tratamiento
combinacion 8-2019+Tal3-17 son una alternativa para el biocontrol del nematodo
agalllador, pero para mejorar la promocién de crecimiento son efectivas de manera

individual.

Palabras clave: Fitonematodo, antagonista, endo6fito, combinacion.
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Capitulo 1lI. PRESENCIA DE GENES EN Trichoderma spp. ASOCIADOS A LA
RESISTENCIA SISTEMICA PARA EL BIOCONTROL DE Meloidogyne incognita

EN Capsicum chinense Jacq.

sabidomaryjose@gmail.com, jairo.ca@conkal.tecnm.mx

RESUMEN

La aplicacion de Trichoderma es una alternativa para el biocontrol de nematodos, ademas de
tener la capacidad de activar respuestas protectoras locales y sistémicas de las plantas. El
objetivo de este estudio fue detectar genes Sm/ y Epll asociados a la resistencia sistémica en
Trichoderma spp. para el biocontrol de M. incognita en chile habanero. Se utilizé un disefio
completamente al azar y cinco tratamientos con 10 repeticiones: T1: 7. harzianum (8-2019)
T2: T. asperellum (Tal3-17), T3: Combinacion (8-2019+Tal3-17), T4: Fithan ®
(Trichoderma spp.) y T5: Testigo (sin inoculantes). El indculo del nematodo consistié en
4,000 huevos larvados por maceta. A los 140 dias después del trasplante, se evaluo el indice
de agallamiento (IA), nimero de hembras (NHE) y nimero de huevos (NHU) por g de raiz,
ademas de variables de crecimiento de altura de planta (AP), didmetro de tallo (DT), volumen
radicular (VR), biomasa seca foliar (BSF), biomasa seca de raiz (BSR) y rendimiento (R).
Por otra parte, se realizé extraccion de ADN de Trichoderma spp. y reacciones de cadena de
la polimerasa (PCR). Los analisis estadisticos mostraron diferencias significativas (p <0.01)
entre tratamientos. Respecto al TS5, el T2 redujo un 71.8 % el IA, un 90 % el NHE y un 86 %
el NHU. En las variables de crecimiento el T1 y T2 incrementaron un 9.4 %y 10.4 % en AP,
un 17.5% y 12.7 % en DT, un 17.4 % y 23 % en VR, un 26.5 % y 30.6 % en BSF, un 22 %
y31.8% en BSRyun20.3 %y 7.1 % en R, respectivamente. La aplicacion de Trichoderma
spp. son una alternativa para el biocontrol de M. incognita y promotoras de crecimiento del

chile habanero, asi como, la deteccion del gen Ep/l en T. asperellum (Tal3-17).

Palabras clave: Nematodos, resistencia sistémica inducida, genes, antagonistas
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