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RESUMEN: Se evalud la actividad “in vitro”, antagoénica e hiperparasitica de Trichoderma harzianum (A-
34) y Trichoderma viride (C-66), sobre los hongos patégenos Alternaria alternata Nees, Macrophomina
phaseoli Tassi, Rhizoctonia solani Kiihn, Alternaria helianthi (Hansf) ,Corynespora cassiicola (Berk.et
Curt) Wei, Sarocladium oryzae Sawada y Gerlachia oryzae (Hashioka et Yokigo) Gams. El ensayo se
desarroll6 en placas de Petri (x 9 cm) en papa dextrosa agar, sembrando el patégenoy Trichoderma en
cultivo dual. Se hallé la efectividad de los biopreparados de ambas cepas mediante tratamientos a las
semillas. Se obtuvo antagonismo por competencia sobre todos los patégenos estudiados con las dos
cepas en estudio. La cepa C-66 presentd mayor hiperparasitismo que la A-34, siendo en general mayor
por ambas cepas sobre Sarocladium oryzae, Alternaria alternata y Macrophomina phaseoli. Se obtuvo
mas de un 90 % de efectividad con Trichoderma spp. en el tratamiento a la semilla, siendo superior el
método de peletizacién. La efectividad sobre todos los patégenos fue superior a 88 % con la excepcién
de Gerlachia oryzae y Alternaria alternata para los cuales ésta no super6 el valor de 81 %.
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ABSTRACT: Studies were made wiht isolates of Trichoderma harzianum (A-34) and Trichoderma viride
(C-66) for evaluating the hyperparasitic and antagonic activity “in vitro” toward Alternaria alternata Nees,
Macrophomina phaseoli Tassi, Rhizoctonia solani Kiihn, Alternaria helianthi Hansf, Corynespora cassiicola
Bert et Curt wei, Sarocladium oryzae Sawada, and Gerlachia oryzae Hashioka et Yokigo Gams isolated
of seeds. In dual culture test on PDA it was evaluated the affectivity of Trichoderma against seeds fungi
disease. Antagonism was obtained by competition on all pathogens with the two isolates in study. The
C-66 isolate presented bigger hiperparasitism that the A-34, being it bigger general for both isolates on
Sarocladium oryzae, Alternaria alternata y Macrophomina phaseoli. The effectiveness by pelleting seed
treatment got 95 %, higher than immersion. The effectiveness on all pathogens was higher that 88%
with the exception of Gerlachia oryzae and Alternaria alternata for which it didn’t overcome the value of
81%.
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INTRODUCCION

Lassemillas constituyen paraun granndimero de cultivos
el punto de partida que marca el futuro de la cosecha
por lo que su sanidad es cuestion de primer orden. Las
semillas infectadas son la via principal de diseminacion
de hongos, virus y bacterias, los que pueden ocasionar
pérdidas entre 40-60 % en los rendimientos y sobrevivir
desde meses hasta més de 25 afios en condiciones de
almacenamiento. (Castellanosetal., 1995)

Entre los principales hongos que las afectan se encuentran
Alternaria solani (Ell.et Mart.), Alternaria alternata
Nees, Alternaria spp., Fusarium oxysporum Schlecht,
Fusarium solani (Mart), Fusarium spp., Phoma sp.,
Rhizoctonia solani Kilhn, Phytophthora spp., Pythium
spp. y especies de los géneros Aspergillus, Penicilliumy
Rhizopus. Estos patdgenos pueden localizarse en laparte
exterior e interior de la semilla, produciendo diferentes
sintomas como enanismo, exudaciones y bajo poder
germinativo. Enocasiones, lasemillapuede estar infectada
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yno presentar sintomas.

Existen diferentes métodos para el control de
patdgenos en semillas y se conoce que la
aplicacién de Trichoderma sp. a las mismas
ocasiona la multiplicacion del antagonista en el
suelo y/o en la zona radical de la planta para
inhibir al patdgeno por medio de competencia,
micoparasitismo y/o antibiosis. La integracion de
estos métodos de aplicacién juega un papel
importante en el éxito del control biol6gico hacia
los fitopatdgenos. (Papavizas, 1985)

El objetivo de este trabajo fue evaluar en
condiciones “in vitro” la accion antagonica e
hiperparasitica de dos cepas de Trichoderma sp.
contra hongos patogenos de las semillas de frijol,
lechuga, girasol y arroz, asi como determinar la
efectividad de las mismas en tratamientos a la
semilla.

MATERIALESY METODOS

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio Provincial
de Sanidad Vegetal en Cienfuegos, para lo cual se
utilizaron dos cepas de Trichoderma spp. con el
fin de evaluar su efecto contra los patdgenos
Alternaria alternata Nees, aislado de lechuga;
Rhizoctonia solani Kithn y Macrophomina
phaseoli Tassi, aislados de frijol; Alternaria
helianthi (Hans) y Corynespora cassiicola (Berk.
et Curt) Wei, aislados de girasol y Gerlachia oryzae
(Hashioka et Yokigo) Gams, Rhizoctonia solani
Kihn y Sarocladium oryzae Sawada, aislados de
arroz.

Para determinar el antagonismo sobre los patdgenos
se emplearon placas de Petri (9 cm) que contenian
medio papa-dextrosa-agar, sembrandose
Trichoderma y el hongo patdgeno en cultivo dual
en una misma placa. Se emplearon como variantes
las cepas Trichoderma harzianum cepa (A-34) y
Trichoderma sp. (C-66) y el testigo que consistio
en sembrar un disco del hongo patégeno en el centro
de laplaca. Losensayos se organizaron en un disefio
completamente aleatorizado. Se emplearon cinco
réplicas por variante (placas), incubandose a 25 +
1°C.

Semidio el efecto del antagonismo midiendo el didmetro
de la colonia de los hongos patogenos alas 72 horas

12

de realizada la siembra de los microorganismos en
estudio. Para evaluar el hiperparasitismo se continud
con lamedicion de cada colonia de Trichoderma sobre
el patogeno hasta los 7 dias, midiéndose el radio de
solapamiento del antagonista sobre el hongo patdgeno.
Serealizaron analisis de varianza con la informacion
del crecimiento del didmetro de la coloniade los hongos
patdgenos Yy el radio de solapamiento del
hiperparasitismo utilizando el paquete estadistico
STATIFCF. Las medias fueron comparadas por el test
de rangos multiples de Duncan con’5 % de error.

Se evaluo la efectividad de biopreparados de las
dos cepas de Trichoderma en estudio contra los
patogenos de la semilla utilizando un disefio
bifactorial en condiciones de laboratorio con
semillas de frijol, lechuga, girasol y arroz.,
empleandose dos variantes (C-66 y A-34) y un testigo.
Cada variante de Trichoderma tuvo dos
subtratamientos: inmersion de la semilla con una
suspension de conidios de Trichoderma de 108
conidios/mL (100 gramos de biopreparado sélido
en un litro de agua) y peletizacion de la semilla en
una pasta de la suspension del biopreparado (al 10
%) y como adherente zeolita en polvo en la
proporcion 1:1 envolumen.

Se utilizaron 4 réplicas para cada variante. Fueron
tratadas 50 semillas por réplica las cuales fueron
montadas por el método tradicional de camara
himeda, incubandose a 25 + 1 °C con alternancia
de 8 horas luz y 16 horas oscuridad. Al concluir
este periodo se realizo la evaluacion de la presencia
0 no de los patdgenos sobre las semillas.

La efectividad técnica de cada variante sobre los
hongos patégenos presentes se determiné por la
férmula modificada de Abbot (Cyba Geigy, 1981)
donde:

% inhibicién = semillas enfermas en testigo -
semillas enfermas variante tratada * 100

semillas enfermas en testigo

Los datos de porcentaje de inhibicion fueron
transformados 2 arc sen Op para su analisis. Los
andlisis de varianza se realizaron utilizando el
paquete estadistico STATIFCF. Las medias fueron
comparadas por el test de rangos multiples de
Duncan con 5 % de error.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las dos cepas de Trichoderma en estudio
manifestaron accion antagdnica sobre los patdgenos,
al diferir siempre el diametro de las colonias en el
cultivo dual con el del testigo (Tabla 1). La mayor
accion antagonica se observo sobre Sarocladium
oryza (45,45 % de inhibicidn del crecimiento con
respecto al testigo para la cepa C-66 y 28,5 para
A-34), aunque se presentd diferencia estadistica
entre ambas cepas. Para el caso de Rhizoctonia
solani aislada de frijol la cepa A-34 tuvo un efecto
mayor que la cepa C-66 pero solo con un 21 % de
reduccidn de la colonia con respecto al testigo.

Sobre el resto de los hongos patdgenos no se
observo diferencia en la accion de las dos cepas,
no obstante la C-66 manifestd mas de 25 % de
reduccién de la colonia sobre todos los hongos
patdgenos excepto sobre R. solani aislado de
frijol, y A. helianthiy C. cassicola aislados de

girasol, mientras que la cepa A-34 sobrepaso ese
valor paratodos excepto para R. solani aislado
de frijol, C. cassicolaaislado de girasol y R. solani
y Gerlachia oryza aislados de arroz. Es de sefialar
que ambas cepas manifestaron mas 28,5 % de
inhibicion de la colonia de Macrophomina phaseoli,
un patogeno importante del suelo que afecta el
cultivo del frijol.

Los presentes resultados concuerdan con los de
varios investigadores quienes informan actividad
antagonica de Trichoderma contra hongos
patégenos “in vitro”, como Gonzélez et al.
(2006) con Trichoderma harzianum contra
diferentes especies de hongos, incluyendo a
Rhizoctonia solani. Por otra parte, Sandoval
(1995) comprobo “in vitro” en cultivo dual que
T. harzianum cepa A-34 era buen antagonista de
diferentes aislamientos de Rhizoctonia solani.
Castellanos (1996) obtuvo buena accién
antagoénica con las cepas T. harzianum (A-34) y
Trichoderma viride (C-66) sobre Alternaria
solani.

Tabla 1. Resultados del antagonismo “in vitro” en crecimiento dual de las diferentes cepas de Trichoderma sobre

los hongos fitopatogenos
Wariant CRECIMIENTO DE LAS COLOMAS (cm)
LECH. FRIJOL GIRASOL ARROZ
A. . R. A. C. S. G. R.
alternata | phaseol | solani | heliant | cassiic | orvzae oryzae solani
X X X X % X % X
Ao 117 h 2480h0 395¢ 1,020 127h 0,85h0 3,0h 3,75h
_RR 1,20h 2480h0 4487 h 1,20h 1,22h 042c 262¢ 3,37 h
TEStigD 1,60 a 3,804 L] 1,504 1,604 077a 350 a 4704
ET* 0,m 0,m 0,03 0,0 0,10 0,10 0,02 0,71
CW (%) 1,0 172 24 20 N 3.1 .0 18,0

Medias con letras desiguales difieren parap =

Los presentes resultados a poyan los de Reyes et al.
(2006) quienes comprobaron la accion in “vitro”
de Trichoderma harzianum A-34 sobre R. solani
aislado de arroz, asi como los de Lopez y Sandoval
(2008) quienes seleccionaron 8 cepas de
Trichoderma con efecto antagénico “in vitro”
contra Macrophomina phaseoli.

En la Tabla 2 aparecen las mediciones del
hiperparasitismo, observandose en la interaccion
tratamiento-patégeno de ambas cepas sobre los
hongos patogenosa lossiete dias diferenciaaltamente
significativa entre ellos, siendo en general més

0,08 % segun docimas mdltiples de Duncan.

hiperparasita C-66 que A-34, lo cual concuerda con
los resultados de Castellanos et al. (1996), al evaluar
ambas cepas antagonistas contra el hongo Alternaria
solani Sor. aislado de papa. Se presento el mayor
hiperparasitismo en general sobre Sarocladium
oryzae, lo que concuerda con el resultado de la
accion antagonica. Le siguio en orden descendente
Alternaria alternata, y en tercer orden los patdgenos
Macrophomina phaseoli y Gerlachia oryzae. Es
de destacar el bajo nivel de hiperparasitismo que
manifestaron ambas cepas antagonistas sobre la cepa
de R. solani aislada de arroz, situacion también
sefialada por Sandoval et al. (1995) con respecto a
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la cepa A-34, sinembargo Reyes et al (2006) detectd
buena accidn hiperparasita de la cepa A-34 sobre

R. solani aislada de ese cultivo.

Tabla 2. Resultados del hiperparasitismo “in vitro”. Interaccion tratamiento — patégeno

LECH. FRIJOL GIRASOL ARROS
X X X X X X X X
TRAT. [ A M. R A . =3 [E3 R _ ET
glternata | phaseol | solanl | helignt | cassic| ongae | omvzae | solani | H
A-54 350c 322d 1229 1229 |100h |[4585a [250e [O421 [199b | 0023
Z-GE 2585¢e 250e 150f [152f |100h 400k [262e [0B85h |[209a
¥ patog [336h0 252¢ 136d [137d |[100e [447a [256c [O0E5f 0,044
ET* ] 0,016
[N 3 4% 0.6%

Mediaz con letras desiguales difieren parap = 0,05 %,

La efectividad de los tratamientos realizados a las
semillas se presentd con indices altos entre 90 %y
95 %, aunque fue superior el nivel alcanzado por el
método de peletizacion (Tabla 3). Resultados
similares fueron obtenidos por Castellanos et al.
(1995) en tratamientos realizados a semillas de aji
chay y tomate al mostrar la cepa A-34 mayor
efectividad sobre los patdégenos, por el método de
peletizacion. También Hernandez et al. (2006) han
recomendado la peletizacidn de las semillas de frijol
con Trichoderma viride para la poteccion de los
hogos patégenos

Tabla 3. Efectividad de dos métodos de tratamientos con
Trichoderma

TRATAMIENTD | Efectividad Técnica (%) | S1E.
Inmerzian an h*
Peletizacian 95 a*
E. Tipico 0 06

e 2,31

Mediaz con letraz desiguales difieren parap = 0,05 %

En la Tabla 4 aparecen reflejados los porcentajes
de efectividad alcanzados en los tratamientos
realizados sobre los diferentes patdgenos donde se
aprecia igual comportamiento en Rhizoctonia
solani aislado de frijoly arroz con 99 %.

No se observd diferencia entre los hongos
patdgenos Corynespora cassiicola, Sarocladium
oryzae, Alternaria helianthi, Macrophomina
phaseoli y Gerlachia oryzae, pero si difieren del
patogeno Alternaria alternata. Asu vez entre los
patdgenos Gerlachia oryzae y Alternaria
alternata no existié diferencia, alcanzandose sobre
el primero 81 % de efectividad y sobre el segundo
71 %, lo cual es bajo para este tipo de tratamiento.
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Tabla 4. Porcentajes de efectividad de Trichoderma spp.
contra los diferentes patdgenos estudiados en
tratamientos a la semilla

PATOGENDS E. Tecnica (%) [SIG.
Rhizoctonia solani (frijol) §9 a
Rhizoctonia solani (arroz) 48,3 a
C. cassiicola (girasol) a5 4 ah
Sarocladium orvzae (arroz) 84 ah
Alternaria helianthi (girasol) 80 ah
Macrophomina phaseoli (frijol) g8 ah
Gerlachia oryzae (arroz) a1 hc
Alternaria alternata (lechuga) 71 C
ET. 0.016
W (%) 1,64

Medias con letras desiguales difieren parap= 0,05 %

De formageneral lostratamientos realizados a las semillas
fueron efectivos destacandose el tratamiento por
peletizacion con la utilizacién de la C-66. Con estos
resultados se corrobora la ventaja que ofrece la proteccion
de las semillas con estos biopreparados, lo cual estaen
correspondencia con resultados de investigaciones
realizadas en Argentina con tratamientos a las semillas de
acelga, espinaca, rabanitoy tomate (Monacoetal., 2006)
donde se obtuvo mayor porcentaje de germinacion por
proteccion contra los hongos patdgenos. Por otra parte
respectoa laefectividad técnica, Lopez y Sandoval (2006)
obtuvieron una reduccién de hasta un 96 % de las
patologias causadas por Phytophthora ssp. en plantas
de Capsicum annuumy Dianthus sp. con tratamientos
de dos cepas de Trichoderma.

CONCLUSIONES

1. Se obtuvo antagonismo por competencia sobre
todos los patdgenos estudiados con las cepas
Trichoderma harzianum A-34 y Trichoderma
viride C-66.
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2. Lacepa C-66 presentd mayor hiperparasitismo
que laA-34, siendo en general mayor por ambas
cepas sobre Sarocladium oryzae, Alternaria
alternata y Macrophomina phaseoli.

3. Se obtuvo mas de un 90 % de efectividad con
Trichoderma spp en el tratamiento a la semilla,
siendo superior el método de peletizacion.

4. La efectividad sobre todos los patdgenos fue
superior a 88 % con la excepcion de Gerlachia
oryzae y Alternaria alternata para los cuales
ésta no superd el valor de 81 %.
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