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Actividad in vivo de Trichoderma harzianum sobre
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RESUMEN. Este estudio se llevé a cabo para comprobar la actividad biocontroladora in vivo de la cepa A34
de Trichoderma harzianum sobre la enfermedad provocada por Sclerotium rolfsii. El trabajo se desarrollo en
casa de vegetacidn,en macetas que contenian suelo ferritico purpura,estéril,infestado artificialmente con una
concentracion de indculo del patégeno que provocara aproximadamente el 18% de mortalidad en plantas de
tomate (Lycopersicon sculentum Mill.) de la variedad Placero. Las semillas fueron tratadas antes de la siembra
en un caso y, en el otro caso, el tratamiento con el antagonista fue efectuado al suelo a razén de 8 kg/ha. Se
comprobd la eficacia de la actividad antagdnica a partir de la ausencia de sintomas de la enfermedad en las
plantas protegidas, cultivadas hasta los 30 dias posteriores a su germinacion.
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ABSTRACT. In vivo biocontrol activity of Trichoderma harzianum against Sclerotium rolfsii disease in
tomato seedlings. This study was carried out to confirm the biocontrolling activity of Trichoderma harzianum,
strain A34, on the disease caused by Sclerotium rolfsii. The study took place in a greenhouse, using pots, with
sterilized ferritic purple soil,artificially infested with a pathogen inoculum concentration that was able to cause
18% of mortality in tomato (Lycopersicon sculentum Mill.) in the Placero plant variety. Two treatments were
used:1) seed treatment prior planting, 2) soil treatment with biocontrol strain to a ratio of 8 kg/ha. The efficacy
of the biocontrol agent was confirmed by the absence of symptoms in protected tomato seedlings, which were

cultivated up to 30 days after germination.
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Introduccion

Sclerotium rolfsii es un hongo fitopatégeno que infec-
ta plantas cultivadas y silvestres, incluyendo en su ran-
go de hospedantes especies cultivadas como el toma-
te, pimiento, mani, fiame, zanahoria y otros cultivos de
importancia econdémica. Este hongo causa la pudri-
cién de las posturas (damping-off) en semilleros y de
las plantas jévenes en siembras directas;esta distribui-
do en regiones tropicales y subtropicales, y en Cuba la
distribucién es muy amplia en las regiones Oriental,
Central y Occidental. Los sintomas que ocasiona este
patégeno en los tejidos afectados son: amarillamien-

tos en las hojas inferiores, lesiones en las bases de los
hipocétilos de las plantas, caracterizadas por hundi-
mientos, ablandamientos y decoloraciones de la corte-
za, justamente debajo de la linea del suelo. A medida
que la enfermedad avanza, las hojas de las ramas su-
periores pueden marchitarse y al final toda la planta
cae y se quiebra por la base del tallo. Los esclerocios
del hongo aparecen generalmente en grandes cantida-
des, adheridos a la base de los tallos de las plantas
afectadas, junto con masas de micelios de color blan-
co, caracteristico de esta especie.
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El uso potencial de agentes biocontroladores de
enfermedades de las plantas ha sido recientemente es-
tudiado (Misaggi y Doonndelinger 1990), a pesar de in-
vestigaciones tempranas, que datan de 1930 (Herr
1995).

Los hongos del genero Trichoderma,en particular
T. harzianum, son usados para el control de enferme-
dades porque producen metabolitos que inhiben el
crecimiento de otros hongos (Lifshitz et al. 1985, 1986,
Claydon et al. 1987, Baker 1991), y el alto nivel de
competencia por el sustrato y el parasitismo.

Aunque numerosas investigaciones han sido dedi-
cadas a la ecologia de los hongos fitopatdgenos en el
suelo, el papel de la competencia interespecifica en
comunidades fungosas en sustratos naturales es po-
bremente comprendido (Wardle et al. 1993). El con-
trol biolégico de hongos fitopatégenos requiere de la
aplicacion practica de la definicién de riesgo de la en-
fermedad de origen teldrico dada por la nocién de
Unidad de Potencial Infeccioso (UPI) y de Gravedad
de la Enfermedad (Louvet 1973) y de la estimacion
cuantitativa del potencial infeccioso del suelo (Bou-
hot 1975) para afirmar que el tratamiento bioldgico
que reduzca el numero de UPl/g reduce el riesgo de
aparicion de la enfermedad, y que las dosis aplicadas
son efectivas y econdmicamente viables.

Los objetivos de este trabajo fueron determinar
la relacién entre la concentracién de indculo de S.
rolfsii en el suelo y la gravedad de la enfermedad
(densidad de in6culo y tasa de mortalidad) en plantas
jovenes de tomate; y determinar la efectividad de los
tratamientos con 7. harzianum cepa A- 34, para el
control biolégico de la pudricién de la postura de to-
mate causada por S. rolfsii.

Cuadro 1. Concentraciones de inGculos para andlisis

Materiales y métodos

Experimento 1

Preparacion del inéculo del patégeno. Tras haber cre-
cido en placas con medio PDA, un aislado de S. rolfsii,
de tejido de papa (Solanum tuberosumum) fue trans-
ferido a cascara de arroz humedecida con una disolu-
cion de agua y miel de purga, previa esterilizacion en
autoclave a 1,5 atm., 121 grados celsius, durante 50 mi-
nutos. Este fue empleado cuando alcanzo 45 esclero-
cios/g de in6culo.

Suelo. El suelo empleado fue de tipo ferritico purpu-
ra con pH de 6,1; 1,18 mg/100 g de P,; 7,90 mg/100 g de
K,0; 2,73% de materia orgénica; 0,13% de N total y
1,50% de carbono, esterilizado en autoclave a 120 gra-
dos celsius, 1,5 atm., durante 30 minutos.

Determinacion del potencial de infeccion del inécu-
lo. Técnica de Bouhot (1975) modificada. Para con-
formar la mezcla de in6culo de anélisis y suelo estéril,
se determiné el volumen de las macetas por utilizar,
de 373,91 cm’. A partir de las densidades de cada uno
se calculan las proporciones por mezclar, teniendo en
cuenta las concentraciones por estudiar del in6culo de
analisis (36;12;1,2;y 0,2 % de in6culo de anilisis en el
volumen total de la maceta).Para la determinacion de
las concentraciones de in6culo se tuvo en cuenta los
resultados alcanzados por Bouhot (1975) y elementos
de carécter practico a partir del tipo de material que
servia de soporte al patégeno y al volumen de la ma-
ceta (Cuadro 1).

Por cada concentracién se utilizan 5 repeticiones,
en un disefio completamente al azar, en condiciones
de casa de vegetacion, en el periodo de primavera.

(%) 36 12 1,2 0,2
Concentracion en volumen
cm?® por maceta.
Indculo de andlisis. 134,97 44,99 4,49 0,70
Suelo estéril 238,94 328,92 369,41 373,20
Concentracion pesada, g/maceta
Inéculo para analisis
d= 0,23 g/cm? 31,04 10,35 1,03 0,6
Suelo estéril 274,78 378,25 424,82 129,18
d=1,15 g/cm?
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Luego de conformadas la mezclas del in6culo del pa-
tégeno con el suelo y depositadas en las macetas se
sembraron las plantas huéspedes.

Plantas huéspedes. Fueron sembradas en cada mace-
ta 15 semillas pre-germinadas de L. sculentum, de la
variedad Placero, con diagndstico negativo del patoé-
geno y del biocontrol estudiados. Fueron mantenidas
durante 30 dias en macetas, con riego a capacidad de
campo, previamente determinada en macetas por el
método gravimétrico. Se evaluaron los sintomas de la
enfermedad por la escala de Sherwood y Hagedorn
(1958), donde 0 = plantas sanas y 4 = plantas con sin-
tomas de estrangulamiento (muerte).

Analisis de los datos. El valor de la mortalidad fue
transformado en un valor exponencial ( e¥). Se reali-
zaron andlisis de correlacion matriz y regresion lineal
simple para determinar la relacién entre la concentra-
cion de indéculo en el suelo y la gravedad de la enfer-
medad en las plantas jévenes de tomate. La ecuacidon
resultante nos permitié determinar la concentracion
por utilizar en el experimento relacionado con el efec-
to del tratamiento de T. harzianum cepa A- 34, para
provocar un 18 % de mortalidad en las plantas jove-
nes de tomate, utilizadas en el trabajo experimental.

Experimento 2

Preparacion de inoculantes. S. rolfsii fue empleado
con una concentracién de 43 esclerosios/g , y elabora-
do como aparece descrito anteriormente.

T. harzianum cepa A-34 fue suministrado por el
Laboratorio Territorial de Suelos y Fertilizantes de
Camagiiey, Cuba,siendo aquél sélido, del Lote 62,con
una concentracion de 1,4 X 108 conidios/ml y 100% de
viabilidad.

Trabajo Experimental. Luego de procesar los datos
del primer experimento, se monté el presente experi-
mento utilizando como mezcla la concentracién de
in6culo del patégeno en el suelo que provocara el 18%
de mortalidad en las plantas de tomate.

Para ello, se utiliz6 el mismo suelo, plantas hués-
pedes,y métodos descritos en el experimento anterior.
Fueron estudiados 5 tratamientos en un disefio com-
pletamente aleatorizado en casa de vegetacion, en el
periodo de primavera,:

e S.rolfsii (SR);
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e Trichoderma (A34), aplicada a razén de 8 Kg/ha (Ts);
e Trichoderma (A34), aplicada a tratamiento de
semilla (tiempo de remojo: 5 min)(Tr);
e Sr+Ts;y
e Sr+Tr
Analisis de datos. Luego de transformar el valor
de la mortalidad en una funcién exponencial (e¥), se
realizé un andlisis de varianza de clasificacion simple
y se compararon las medias por el test de Duncan pa-
ra comparar los resultados de los tratamientos

Resultados y discusion

Experimento 1

La relacién entre la concentraciéon de indculos de S.
rolfsii en el suelo y la gravedad de la enfermedad de
las plantas de tomate aparece en la Fig. 1.
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Figura 1. Regresion lineal entre la mortalidad ( ex ) de las
plantas atacadas por S. rolfsii y la concentracion de
inoculos para andlisis en suelo estéril.

Nota : c= concentracion ; x= mortalidad (%).

La ecuacion de la recta de regresion es de la forma ex = 0,7132 C +
1,0708 (r = 0,5955**). Esta curva constituyé una herramienta muy im-
portante para nuestro estudio. Se ha llevado a cabo una aplicacion
de la ecuacion de regresién en el segundo experimento, el principio
del célculo consiste en resolver la recta de regresion para la concen-
tracién en la gravedad de la enfermedad gque se desee estudiar (18%
de mortalidad).

Experimento 2.

Solamente fueron observados sintomas de la enferme-
dad en las plantas donde no estaba presente el agente
biocontrolador. Todas las plantas enfermas mostraron
el mayor valor de la escala de evaluacién con estran-
gulamiento y muerte del 18,2% de la poblaciéon de
plantas en ese tratamiento (Sr).

Hubo diferencias altamente significativas entre los
tratamientos (Fig. 2).



Cuadro 2. Efecto de la aplicacion de Trichoderma harzianum (A34)

Tratamientos

Nimero de plantas con estrangulamiento y muerte

Repeticiones

Sr
Ts
Tr
Sr+Ts
Sr+Tr
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Sr= Sclerotium rolfssi; Ts= aplicacion de Trichoderma al suelo (8 kg/ha); Tr= aplicacién de Trichoderma remojado de semillas antes de la siembra.
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Mortalidad

St Ts Tr Sr+Ts Sr+Tr

Tratamientos

Figura. 2. Efecto de la aplicacion de Trichoderma harzianum
(A34): Sr= Sclerotium rolfssi; Ts= aplicacion de
Trichoderma al suelo (8 kg/a); Tr= aplicacion de
Trichoderma remojado de semillas antes de la
siembra. Las barras con letras distintas difieren
significativamente entre si para el 1%, segun el test
de Duncan. c.v. (%)= 3,4916.

Se comprueba asi el efecto biocontrolador que
posee in vivo la cepa estudiada de Trichoderma
harzianum, en tratamientos de semilla y al suelo. Otros
autores han obtenido resultados similares.La aplicacién
del biopreparado de Trichoderma harzianum Rifai
(cepa A- 34) en la lucha contra los hongos Pythium
aphanidermatum y Rhizoctonia solani, causantes de la
pudricién de las posturas (damping-off) del tomate,
resulto satisfactoria para el control de la enfermedad
(Sandoval et al. 1993), y los tratamientos a las semillas y
al suelo resultaron altamente satisfactorios para el
control de R.solani'y Phytophthora parasitica en tomate
y P. capsici en pimiento (Sandoval et al. 1995), y para el
control de P. parasitica en semilleros de tomate en
cultivo hidropénico (Rodriguez y Sandoval 1998).

Conclusiones
La ecuacion de regresion que define en el suelo la re-
lacién entre la concentracion de indculo de S. rolfsii y
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la gravedad de la enfermedad es e* = 0,7132 C + 1,0708
(r= 0,5955%*).

Las aplicaciones de T. harzianum (A34) al suelo y
como tratamiento de semilla garantizan la protecciéon de
las plantulas de tomate en las condiciones en estudio.
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