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Resumen

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Mejoramiento Genético del Centro de Bioplantas
de la Universidad de Ciego de Avila. Los objetivos fueron buscar nuevas alternativas de control
biolégico con especies de Trichoderma autdctonas de suelos de pifia que presenten una mayor
competitividad y antagonismo sobre agentes causales presentes en el patosistema: Phytophthora
nicotianae Van Breda de Haan, Rhizoctonia solani Kuhn, Fusarium subglutinans (Wollenweb &
Reinking) Nelson, Toussonn & Marasas .Se aislaron de suelos ferraliticos rojos dedicados a este
cultivo T. viride Pers.:Fr., T. atroviride Bissett, T. aureoviride Rifai, estas dos Ultimas se informan
por primera vez en los suelos dedicados al cultivo de la pifia en la provincia de Ciego de Avila. La
evaluacion in Vitro revel6 la capacidad hiperparasitica de los aislamientos utilizados en el
biocontrol, ademas de ejercer un fuerte antagonismo sobre P. nicotianae, R. solani, F.
subglutinans. Estos resultados enriquecen la tecnologia del cultivo de la pifia y amplia la posibilidad
de la lucha biolégica para su uso en sistemas productivos sostenibles y organicos.
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Introduccion

El agente de control biolégico mas estudiado y evaluado corresponde a especies de Trichoderma
debido a su ubicuidad, facilidad de aislamiento y cultivo, rdpido crecimiento en muchos sustratos,
control de amplio rango de patdégenos, accibn como microparasito y alta competencia por alimento
y espacio (Wells, 1988). Los hongos de este género ocupan actualmente un lugar importante
dentro de las practicas de manejo de enfermedades principalmente para combatir los géneros:
Rhizoctonia, Sclerotium, Pytium, Phytophthora, y Fusarium entre otros (Stefanova et al., 1999).
Trichoderma spp produce tres tipos de propagulos hifas, clamidosporas y conidios; éstas son
activas contra fitopatdégenos en diferentes fases del ciclo de vida, desde la germinacion de las
esporas hasta la esporulacién (Fernandez-Larrea, 2001).

Las especies de Trichoderma poseen buenas posibilidades en este sentido como hiperparasitos
competitivos que producen metabolitos antifingicos y enzimas hidroliticas a los que se les
atribuyen los cambios estructurales a nivel celular, tales como vacuolacién, granulacion,
desintegracion del citoplasma vy lisis celular (Bengston et al., 1992); (Cherif et al., 1990); (Mauch et
al., 1988); (Sivan et al., 1989). Por tanto, especies del género Trichoderma, admiten su empleo
como medio bioldgico para controlar hongos fitopatdgenos de suelos, por lo que el objetivo
fundamental de este trabajo consistio en determinar la efectividad del antagonismo de las especies
de Trichoderma en las pruebas in Vitro, para el biocontrol de hongos fitopatégenos de suelos y asi
reducir el uso de agroquimicos que tanto afectan el medio ambiente.

Materiales y métodos



Para la evaluacién del antagonismo de Trichoderma spp se tomaron colonias sembradas en tubos
de PDA a partir de aislamientos de cada una de las especies identificadas: T. viride Pers.:Fr, T.
atroviride Bissett, T. aureoviride Rifai obtenidos en los analisis ejecutados. Se enfrentaron a
aislamientos de Phytophthora nicotianae Van Breda de Haan, Rizoctonia solani Kuhn, Fusarium
subglutinans (Wollenweb & Reinking) Nelson, Toussonn & Marasas, agentes causales de
pudriciones de las vitroplantas de pifia en fase de aclimatizacion procedentes del centro de
Bioplantas. Se realiz6 ademas la evaluacién del antagonismo de dos cepas de Trichoderma
harzianum utilizadas en la produccion a nivel nacional: (A-34 y A-53) frente a P. nicotianae R.
solani, F. subglutinans.

El procedimiento para la evaluacion del antagonismo se realizO mediante una prueba de
crecimiento dual (Sandoval y L6pez, 2000): Se tomaron tres aislados uno por cada especie de
Trichoderma a comprobar, todos procedentes de suelos ferraliticos rojos dedicados al cultivo de la
pifia (Empresa de Pifia de Ciego de Avila) y A-34, A-53 (identificadas como T. harzianum) cepas
pertenecientes a la micoteca del Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV). Estos
aislamientos se enfrentaron ante aislados de P. nicotianae, R. solani, F. subglutinans del centro de
Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila.

Para mostrar el efecto antagonista se replico la técnica de crecimiento dual en PDA (Sandoval y
Lépez, 2000), la cual se describe a continuacion: Se tomaron ponchetes de cultivo de Phytophthora
nicotianae, Rizoctonia solani, Fusarium subglutinans y se situaron de forma equidistante uno de
los otros y del centro donde se colocé un ponchete de cada especie del hongo antagonista
Trichoderma de los aislamientos en cuestién en placas Petri con medio agar-papa-dextrosa (PDA).
Para su posterior incubacion en condiciones de laboratorio (25 © C y 8/16 horas, luz oscuridad).

Para todos los enfrentamientos se emplearon tres placas como réplicas y un testigo sembrado con
cada uno de los hongos fitopatdgenos analizados sin la presencia de Trichoderma.

Se evalué el diametro de las colonias, en el momento en que el testigo alcanzé el mayor
crecimiento, sus colonias cubrieron el total de la placa. Con los valores del diametro de las colonias
se obtuvo el % de inhibiciobn mediante la formula de Bayer, (1966).

% Inhibicién = Crec del testigo — Crec ante el antagonista X 100

Crec del testigo

El analisis estadistico utilizado fue el Analisis de Varianza simple para establecer las diferencias
entre las especies de Trichoderma y su correspondiente prueba de significacién segun test de
Duncan para el establecimiento de las diferencias entre las medias (Lerch, 1977)._Para su
realizacién se utilizé el paquete estadistico SPSS (version 8.0) sobre Windows.

Resultado y discusion

De acuerdo a los aislamientos obtenidos a partir de muestras de suelo de las areas productivas de
la Empresa de pifia, se identificaron las siguientes especies del género Trichoderma: T. viride
Pers.:Fr., T. atroviride Bissett, T. aureoviride Rifai. Los analisis de las pruebas de antagonismo
constituyen un parametro fundamental que permite conocer la capacidad competitiva de las
especies en relacion especifica con los hongos fitopatdgenos y establecer estrategias de seleccién
para el control de acuerdo al movimiento poblacional de los fitopatégenos en el agroecosistema
una vez confirmados en los ensayos de campo. Los resultados de las pruebas de antagonismo
desarrolladas con T. viride, T. atroviride, T. aureoviride, T. (A-34) y T. (A-53) informan el potencial
como bioplaguicida a emplear en el combate de los hongos fitopatégenos que afectan los sistemas
de aclimatizacion de las vitroplantas de pifia. Estos microorganismos son capaces de generar un



elevado nivel de competitividad por el sustrato, ejercen un hiperparasitismo parcial y total sobre las
colonias de los fitopatbgenos, aspecto que se manifestd al realizar los ensayos y evaluarlos al
término de 72 y 96 horas de sembrados los enfrentamientos patégeno/antagonista, los cuales
mostraron un rapido crecimiento y alto nivel de esporulacion.

Tabla 1. Comportamiento del antagonismo especifico entre las especies de
Trichoderma y los hongos fitopatdbgenos causantes de enfermedades en vitroplantas de
pifia.

Trichoderma spp. P. nicotiane R. solani F. subglutinans
T. viride 1.83a 2.53 de 2.63 e

T. atroviride 2.13 abcd 2.53 de 2.33 cde

T. aureoviride 2.1 abc 2.53 de 2.53 de
T.A-34 2.4 cde 1.86 a 2.43 cde

T. A-53 2.26 bcde 1.93 ab 2.3 bcde

E.S. 0.122020

Medias con letras iguales no difieren estadisticamente (ANOVA, Duncan, p<0,05).

En la tabla 1, se observa la respuesta de las especies de Trichoderma hacia R. solani, la cual
difiere completamente en comportamiento al de Trichoderma-P.nicotianae. Esta relacion se
caracterizo por una fuerte accién antagénica de T. harzianum (A-34 y A-53), las cuales detienen el
crecimiento de R.solani de manera drastica con diferencias significativas en comparacion con T.
viride, T. atroviride y T. aureoviride, aspecto que corrobora la posibilidad de emplear las cepas de
T. (A-34) y (A-53) en casos donde predomine la incidencia o exista un equilibrio poblacional a favor
de R..solani.. Debe destacarse que la relacién de T. harzianun-R.solani es similar a la respuesta T.
viride-P. nicotianae en cuanto al nivel de significacion. Resultados similares en cuanto a la eficacia
de T. harzianum sobre R. solani fueron obtenidos en pruebas de antagonismo al enfrentar in vitro
aislados de este fitopatbgeno procedente de suelos sembrados con Frijol, asi como una buena
efectividad en parcelas de suelo ferralitico rojo infectadas con Macrophomina phaceolina donde el
biopreparado de Trichoderma logré un alto nimero de raices no infectadas (Sandoval y Lépez,
2000).

Analisis microscoépicos realizados sobre el hiperparasitismo que ejercen las cepas (A-34 y A-53)
de Trichoderma harzianum en comparacién con T.viride resultan similares, estos demuestran que
la accién parasitica ocurre por fragmentacion de las hifas del patégeno (R.. solani), aunque no se
observé en todos los casos, cuando se analizé la relacién T. viride — R.. solani (Sandoval y L6pez,
2000); esta situacion, puede explicar las diferencias encontradas en este trabajo referentes a la
respuesta que mostraron las especies de Trichoderma aisladas de suelos de pifia y T. harzianum
hacia R. solani .

En cuanto a la relacion Trichoderma-F.subglutinans, se puede inferir que los niveles de
antagonismo y competencia por parte de las especies de Trichoderma en general fueron inferiores
a la inhibicién que alcanzaron los otros fitopatdgenos a prueba, sin embargo de forma particular T.
atroviride y T.harzianum (A-53) se distinguieron significativamente de los restantes. Tabla 2.
Aspecto que indica que en casos donde predomine F. subglutinans estas especies pueden ser
empleadas de manera promisoria en comparacién con las demas. La actividad inhibitoria de
aislados de T. harzianun, T. viride, T. koningii, T. pseudokoningii sobre F. subglutinans esta
catalogada, en que estas especies pueden llegar ejercer un porcentaje de inhibicién entre 10 a un
85 % donde T. harzianun, T koningii, T. pseudokoningii se destacan en un primer grupo con un
porcentaje de 48 a 85 % y T. viride se incluye en un segundo que muestra de un 10 a 48 %. Se
especifica que aislados de T. harzianun alcanzaron valores hasta de 84 % (Bonilla, 1990). Se
plantea ademas que su efecto inhibitorio es a causa de la eficiencia de dos metabolitos,



constatado por Claydon et al., 1987 en estudios sobre los efectos de metabolitos liquidos liberados
por T. harzianun sobre F subglutinans. Ademas cabe resaltar que en pruebas realizadas in vitro
con diferentes especies de Trichoderma se pudo observar la capacidad de hiperparasitismo que
muestran T. viride y T. harzianun sobre F. subglutinans, donde se observé que las hifas de
Trichoderma entran en contacto intimo con las del fitopatégeno (Bonilla, 1990).

La actividad y efectividad de las especies de Trichoderma se analizaron ademas en funcién del
porcentaje de inhibicién de cada fitopatdgeno en comparacion con un testigo sin presencia del
antagonista, figura 1. Este andlisis coincide con los resultados anteriores donde solo se tuvo en
cuenta el crecimiento desarrollado por cada especie en particular. Los mayores porcentajes de
inhibicién de P. nicotianae se observaron con T. viride (50 %), T. atroviride y T. aureoviride con un
41 %. Referente a R. solani los porcentajes mas altos se corresponden con los alcanzados por T.
(A-34) y (A-53), con un 53 % y 58 % respectivamente. A diferencia de Fusarium subglutinans
donde los porcentajes mas altos estan en correspondencia con T. atroviride y T. (A-53) con un 48
% para ambas. Resultado que corrobora el comportamiento resultante de los analisis anteriores.
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Figura 1. Comportamiento de los porcentajes de inhibicion de los hongos
fitopatdgenos que afectan el sistema de aclimatizacioén de vitroplantas de pifia.

Todos estos resultados demuestran que el control de los hongos integrantes del patosistema de
aclimatizacion de vitroplantas de pifia pueden contar con una opcion mas sostenible si se emplean
en su control las especies de Trichoderma, permite ademas elaborar estrategias mas efectivas y
selectivas en funcion de los niveles poblacionales que muestren las especies fitopatogenas: de
predominar P. nicotianae la implementacion de T. viride, T. atroviride y T. aureoviride constituira la
variante mas efectiva; a diferencia de si predomina R. solani sobre la cual el efecto antag6nico de
T. (A-34) y (A-53) son muy buenos. Y de observar un predominio de F. subglutinans cabe
seleccionar a T. atroviride y T. (A-53) que ejercen una fuerte competencia como la opcidbn mas
idénea. Asi como en casos mas complejos la utilizacion de mezclas con estas especies puede
constituir una opcién promisoria que evitaria incluso un efecto de seleccion entre los fitopatégenos
gue componen este patosistema. Estas reflexiones conducen al perfeccionamiento de la estrategia
de control bioldgico en estos sistemas de propagacién biotecnoldgica al mismo tiempo que amplia
la disposicion del nimero de especies de Trichoderma para combatir las enfermedades que
afectan las plantulas en adaptacion y en plantaciones de pifia, elementos valiosos que pueden
pasar a formar parte dentro del Sistema de Manejo Integrado para el control de hongos
fitopatégenos en el cultivo de la pifia.

Conclusiones



1. Se informan por primera vez la presencia de T. atroviride y T. aureoviride en los suelos
dedicados al cultivo de la pifia en la provincia de Ciego de Avila, de conjunto con T. viride las
cuales demostraron ser eficientes antagonistas de P. nicotianae, con un 41 % de inhibicion para las
dos primeras y un 50 % para la ultima.

2. Las Cepas de T. harzianum (A-34 y A-53) demostraron un alto nivel de antagonismo hacia R.
solani con un 53 a 58 % de inhibicion muy similar al efecto observado de T. atroviride y T.
harzianum (A-53) sobre F. subglutinans las cuales resultaron como las de mayor inhibicién con un
48 %.
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