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RESUMEN

En Venezuela, la mayoria de los suelos destinados a la produccion de hortalizas se encuentran altamente
contaminados con los hongos Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y Sclerotium rolfsii Sacc. El primero, ha
ocasionado en las plantaciones de tomate, reducciones en la produccién de hasta un 60%, mientras que el segundo
es patégeno de mas de 180 especies de plantas, siendo ademas la supervivencia del mismo en el suelo de extrema
importancia epidemiolégica. A pesar de que las estrategias de control para ambos hongos suelen ser distintas, se
cuenta en la actualidad con hongos del género Trichoderma, efectivos agentes de control bioldgico de
enfermedades en los cultivos. La importancia del control de estos patdgenos para disminuir sus efectos sobre el
tomate cv. Rio Grande, radica en que éste se destina tanto al consumo fresco como al procesamiento industrial,
constituyendo ademas la fuente de sustento para los agricultores dedicados a su produccién, que requieren de
alternativas de control cénsonas con el medio ambiente, que no pongan en peligro su salud y que controlen
eficientemente los patdgenos que afectan sus cultivos. Por estas razones, se planted la realizaciéon de un estudio
cuyo objetivo fundamental fue evaluar el efecto de la dosis y el momento de aplicacion de Trichoderma harzianum
sobre el control de S. rolfsii Sacc.y F. oxysporum f. sp. lycopersici en tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) cv. Rio
Grande bajo condiciones in vivo. Este trabajo, se llevé a cabo en la E.E. EXPERTA, en umbraculo ubicado en la
Urb. El Pifial - El Limén y en la Clinica de Plantas de la Catedra de Fitopatologia - Dpto. de Botanica Agricola de la
Facultad de Agronomia U.C.V. Maracay. Se emplearon 160 plantas de tomate cv. Rio Grande, el cual es
susceptible a ambos patégenos y es ampliamente cultivado en el Edo. Aragua y el pais. Se inocularon 80 plantas
con cada patégeno, 20 de ellas fueron empleadas como testigo para cada tratamiento (un testigo inoculado sin
aplicacion del biocontrolador y un testigo sin inocular) y a las 60 restantes se les aplicaron los tratamientos
correspondientes. Luego de 30 dias se realizé el transplante en condiciones de umbraculo. Se llevaron a cabo
ensayos para determinar la mejor dosis del hongo T. harzianum Rifai sobre el control de ambos patégenos en
tomate, de acuerdo a las siguientes concentraciones: 1 x 10° UFC/g, 1 x 10* UFC/gy 1x 10° UFC/g. El hongo
biocontrolador empleado fue T. harzianum (Tricobiol®). Para determinar la mejor época de aplicacion de éste, se
probaron las diferentes dosis indicadas como suspension, en tres épocas distintas: semillero, transplante y
semanalmente, discriminados de acuerdo a siete tratamientos, aplicados para cada patdgeno por separado. Un dia
después del transplante se realizé a la inoculacién con cada patégeno. Se empled una cepa de S. rolfsii Sacc.
procedente de El Sombrero, Edo. Guarico inoculando a razén de 10 esclerocios/planta y una cepa de F. oxysporum
f. sp. lycopersici raza 2 procedente de El Conde, Edo. Aragua, empleando una concentracion de 10° conidios/ml. El
disefio experimental fue completamente aleatorizado, con 10 repeticiones por tratamiento. Para el analisis de
varianza, se aplicé la prueba de medias de Tukey, a fin de determinar los mejores tratamientos aplicados. Para
aquellas variables que no cumplieron los supuestos basicos, se procedié a realizar un analisis de varianza via no
paramétrica (Kruskal-Wallis). Se aplicaron ademas las pruebas de correlacién de Spearman y Pearson. Se llevé a
cabo un seguimiento del desarrollo de las plantas de tomate cv. Rio Grande desde el semillero hasta la cosecha de
los frutos, momento en el cual fueron medidas variables cuantitativas de la planta. El hongo T. harzianum Rifai,
demostré un efectivo control sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici, con la aplicacién de las tres dosis evaluadas en
los tres momentos de aplicacion: semillero, transplante y semanal, garantizando ademas la menor mortalidad de
plantas. Para las variables de frutos, los mejores resultados se obtuvieron con el tratamiento 4 (1 x 10* UFC/gde T.
harzianum aplicado en semillero y transplante); obteniéndose frutos de mayor calidad y mayores rendimientos.
En cuanto al hongo S. rolfsii Sacc., todas las concentraciones de T. harzianum Rifai utilizadas, en sus diferentes
momentos de aplicacion, excepto el tratamiento 1 (1x102 UFC/g de T. harzianum Rifai aplicado en semillero,
transplante y semanal) ofrecieron una eficiente proteccion a las plantas inoculadas desde el semillero hasta la
cosecha, hasta por mas de cinco meses después del transplante. Para las variables de frutos, fue en el caso del
tratamiento 4 (1 x 10* UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero y transplante), donde se observd mayor
numero de frutos por planta y mayores rendimientos, pese a encontrarse un 20% de mortalidad. Con la
incorporacion de T. harzianum Rifai en el cultivo de tomate cv. Rio Grande, no sélo se disminuye la incidencia de
las enfermedades causadas por los patégenos bajo estudio, sino que se potencia la productividad de las plantas;
ademas de ofrecer al consumidor productos agricolas mas sanos, llevando a cabo una produccién sin la aplicacién
de productos quimicos y mas consona con el medio ambiente.

Palabras clave: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Sclerotium rolfsii, Trichoderma harzianum, control biolégico,
época de aplicacion, dosificacion.
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ABSTRACT

In Venezuela, most of the soils dedicated to the vegetables production are highly polluted with the
fungi Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici and Sclerotium rolfsii Sacc. The first one, has caused
reductions in the production until 60% in the tomato crops, while the second is pathogen of more
than 180 species of plants, being also the survival of the same one in the soil extreme epidemic
importance. Although the control strategies for both fungus are usually different, now this control is
possible with the application of Trichoderma, effective agents of biological control of plants
diseases. The importance of the control of these pathogen in tomato cv. Rio Grande, is that this
crop is dedicated to the fresh consumption as to the industrial prosecution, also constituting the
source of sustenance for the farmers that require alternatives of control agreement with the
environment, without danger for the health and with efficiently control of the pathogen that affect
this crop. For these reasons, this work evaluate the effect of the dose and the moment of
application of Trichoderma harzianum over the control of S. rolfsii Sacc. and F. oxysporum f. sp.
lycopersici in tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) cv. Rio Grande under alive conditions. This
work, was carried out in the E.E. EXPERTA, in shelter located in the Urb. El Pifial — EIl Limén and in
the Clinica de Enfermedades de Plantas — Seccién de Fitopatologia - Dpto. Botanica Agricola,
Facultad de Agronomia, U.C.V. Maracay. 160 plants of tomato cv. Rio Grande were used., this
cultivar is susceptible to both pathogen ones and it is broadly cultivated in the Edo. Aragua and the
country. 80 plants were inoculated with each pathogen, 20 of them were employees as control
for each treatment (a control inoculated without application of Trichoderma and a control without
inoculating) and in the 60 remaining plants were applied the corresponding treatments. After 30
days the plants were transplanting under shelter conditions. Rehearsals to determine the best dose
of the fungus T. harzianum Rifai on the control of both pathogen in tomato were carry out, according
to the following concentrations: 1 x 10° CFU/g, 1 x 10* CFU/g and 1 x 10° CFU/g. The fungus used
was T. harzianum (Tricobiol®). To determine the best time in application of this, the different
suitable doses were proven as suspension, in three different times: nursery, transplanting and
weekly, discriminated against according to seven treatments, applied for each pathogen one for
separate. One day after the transplanting was carried out the inoculation with each pathogen. The
fungus S. rolfsii Sacc was used. coming from El Sombrero, Edo. Guarico inoculating to reason of 10
sclerotia/plant and the fungus F. oxysporum f. sp. lycopersici race 2 coming from El Conde, Edo.
Aragua, using a concentration of 10° conidia/ml. The experimental design was totally randomized,
with 10 repetitions for treatment. For the variance analysis, the test of Tukey was applied, to
determine the best applied treatments. For those variables that didnt complete the basic
suppositions, proceeded to carry out a not parametric variance analysis (Kruskal-Wallis). They were
also applied the tests of correlation of Spearman and Pearson. It was carried out a pursuit of the
development of the plants of tomato cv. Rio Grande from the nursery until the crop of the fruits,
moment in which quantitative variables of the plant were measured. The fungus T. harzianum Rifai,
demonstrated an effective control of F. oxysporum f. sp. lycopersici, with the application of the three
doses evaluated in the three application moments, also guaranteeing the smallest mortality of
plants. For the variables of fruits, the best results were obtained with the treatment 4 (1 x 10* CFU/g
of T. harzianum applied in nursery and transplanting); being obtained fruits of more quality and
bigger vyields. As for the fungus S. rolfsii Sacc., all the concentrations of T. harzianum Rifai, in their
different application moments, except the treatment 1 (1x102 UFC/g of T. harzianum Rifai applied in
nursery, transplanting and weekly) they offered an efficient protection to the plants inoculated from
the nursery until the crop, until for more than five months after transplanting. For the variables of
fruits, in the case of the treatment 4 (1 x 10* UFC/g of T. harzianum applied in nursery and
transplanting), where bigger number of fruits was observed by plant and bigger vyields, in spite of
being 20% of mortality. With the incorporation of T. harzianum Rifai in the tomato crop cv. Rio
Grande, diminishes the incidence of the diseases caused by the pathogen under study, and the
productivity of the plants is also developed; offering to the consumer healthier agricultural products,
carrying out a production without the application of chemical products and more agreement with the
environment.

viii



TABLA DE CONTENIDO

DEDICATORIA ... .o iii
AGRADECIMIENTOS ... ..ot e, iv

RESUNMEN . ... vii
AB ST RACT .. ..o viii
TABLA DE CONTENIDO . .....oioieee e ix

INDICE DE CUADROS ... ..ottt xii
INDICE DE FIGURAS ..ot xiv
INDICE DE TABLAS ... ..ot xix
L=INTRODUGCCION. ... .ot 1

Hm OBUETIVOS ..o, 4

.- REVISION DE LITERATURA . ..o, 6
3.1.- Caracteristicas del cultivo de tomate (Lycopersicon esculentumlL.).. 6
3.1.1.-Generalidades. ... 6
3.1.2.-Variedades. ... .. 7
3.1.3.- ProduCCiON. .. ... 8
3.2.-Enfermedades. ... 9
3.2.1.- Marchitez por Fusarium ( Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ). 9
3.2.1.1.- Descripcion de la Enfermedad..............cooooiiiiiiiiii 9
3.2.1.1.1.- Generalidades. ..o 9
3.2.1.1.2.- SINEOMAS. .. 9
3.2.1.2.- Organismo Causal..........cooiiiiiii 10
3.2.1.2.1.- CaracteristiCas. .........ouiiii 10
3.2.1.2.2.- RAZAS. . 11
3.2.1.2.3.- Ciclo de la Enfermedad y Epifitiologia..............c.ccooiiiiiiiinnn. 12
3.2.1.2.4.- CONMIOL. ..t 15
3.2.2.- Podredumbre blanca ( Sclerotium rolfsii Sacc. )........................... 16
3.2.2.1.- Descripcion de la Enfermedad..............cooooiiiiiiiiii 16
3.2.2.1.1.- Generalidades. ... ... 16
3.2.2.1.2.- SINEOMAS. ..t 18
3.2.2.1.3.- Organismo Causal............coiiiiiii i 20
3.2.2.1.3.1.- CaracteristiCas. .........ouiiii 20
3.2.2.1.3.2.- Ciclo de la Enfermedad y Epifitiologia...................coiiiiiini. 21
3.2.2.1.3.3.- CoNtrol. ..o 22
3.3.- Trichoderma harzianum Rifai como agente de control biolégico....... 23
3.3.1.- Generalidades sobre el Control Bioldgico...........c.coviiiiiiiiiiin . 23
3.3.1.1.- Ventajas del Control BiolOgiCO...........ouiieiiiiiiiiiiiiee, 25
3.3.1.2.- Desventajas del Control BiolOgiCO..........c.oeieiiiiiiii e 25
3.3.2.- El Control Biolégico con el uso de T. harzianum.....................c.c.oooe.e. 26
3.3.2.1.- Mecanismo de ACCION. ... ...t 27
3.3.2.2.- FOrmMUIACIONES..... . 31
3.3.2.3.- Ventajas del Control Biolégico con el Uso de Trichoderma............... 33

X



3.3.2.4.- Experiencias de Control de hongos de los géneros
Fusariumy Sclerotium con el Uso de T. harzianum Rifai..............................

3.3.2.5.- Experiencias de Control de otros hongos patégenos con el Uso
de T. harzianum Rifai....... ..o

IV.- MATERIALES Y METODOS ... ...omiiiiiiiiiee e
4.1.-Material Vegetal...............oooiii
4.2.- Preparacion del Semilleroy Transplante.....................................
4.3.- Procedenciade las Cepas..............ooviiiiiiiiiiiii i,
4.3.1.- HONgos FitopatOgenos. .. ......uiuie e

4.3.2.- Hongo Biocontrolador............c.oieiiii e
4.4.- Dosificacion de T. harzianum..............................ccoiiiiiiiiiiiii
4.5.- Epoca de Aplicacion de T. harzianum..........................ccc.cceeeeu.
4.5.1.- SEMIIEIOS. ... e
4.5.2.-Transplante. ... ..o
4.5.3.- Aplicaciones semanales.............ooiiiiiii i
4.6.- Inoculacionde Plantas.......................oo

4.6.1.- Inoculacién con F. oxysporum f. sp. lycopersicCi..................ccccceiien...
4.6.1.1.- Preparacion del INOCUIO. ... ..o

4.6.1.2.- INOCUIACION. .. ...ue
4.6.2.- INOCUlacion CON S. FOIfSIl.........c.eiee i
4.7.- Diseno de Experimento........... ...
4.8.- Analisis Estadistico.........................
4.9.- Evaluacion de los Tratamientos Aplicados............................

V.- RESULTADOS YDISCUSION.........ooooviiiiiiiiiiiiee e,
5.1.- Control de F. oxysporum f.sp. lycopersici con la aplicacién

de T. harzianum................. ... e
5.1.1.- Efecto de T. harzianum sobre el crecimiento de las plantas.................
5.1.2.- Efecto de T. harzianum sobre el control de F. oxysporum f.

SP- IYCOPEISICI. ..
5.1.3.- Concentracion efectiva de T. harzianum, tiempo de proteccion y

época de aplicacidon mas adecuada.............ccoiiiiiiiiii i
5.2.- Control de S. rolfsii con la aplicacion de T. harzianum....................
5.2.1.- Efecto de T. harzianum sobre el crecimiento de las plantas.................
5.2.2.- Efecto de T. harzianum sobre el control de S. roffsii...........................
5.2.3.- Concentracion efectiva de T. harzianum, tiempo de proteccion y

época de aplicacion mas adecuada..............oooiiiiiiiiii
5.3.- Concentracion efectiva de T. harzianum, tiempo de protecciéon y
época de aplicacién mas adecuada para el control de F. oxysporum

f.sp. lycopersiciy S. rolfsii Sacc..................ccoooiiiiiiiiii

VI-CONCLUSIONES. ... e,
6.1.- Fusarium oxysporum f. sp. lycopersicCi.........................coeeiiiien..
6.2.- Sclerotium rolfsii SACC. ...............coooiiii i
6.3.- F. oxysporum f. sp. lycopersiciy S. rolfsii Sacc. ............................

X



VII.- RECOMENDACIONES. ...

VIil.- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

X1



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1.- Tratamientos de Trichoderma harzianum a aplicar a las plantas
inoculadas con los patdgenos bajo estudio.............oviiiiiiiiiii e

Cuadro 2.- Dosificacion de Trichoderma harzianum para su aplicacion al
transplante y semanal. ....... ..o

Cuadro 3.- Prueba de Medias del Analisis de Varianza de Kruskal-Wallis para las
variables de las plantas de tomate inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos
de aplicacién: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS);
testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular (TSH)........oooiii i,

Cuadro 4.- Prueba de Medias de Tukey para las variables de los frutos de plantas
de tomate inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con
Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacién: semillero y
transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI);
testigo sin inOCUlar (TSH). ... e

Cuadro 5.- Coeficientes de variacion para las variables de los frutos de plantas de
tomate inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con
Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y
transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI);
testigo Sin INOCUIAr (TSH). . v e

Cuadro 6.- Prueba de Medias del Analisis de Varianza de Kruskal-Wallis para las
variables altura (cm), longitud de raices (cm), peso fresco de raices (g) y peso
fresco de la parte aérea (g) de las plantas de tomate inoculadas con Sclerotium
rolfsii y tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS);
testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TSH).......coooiiiii i

Cuadro 7.- Prueba de Medias de Tukey para las variables peso seco de raices (g),
peso fresco de la parte aérea (g) y peso seco de la parte aérea (g) de las plantas
de tomate inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con Trichoderma harzianum
en diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo sin inocular

Cuadro 8.- Coeficientes de variacion para las variables de plantas de tomate
inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero,
transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TSI).........

Xil

44

47

54

64

65

7

78



Cuadro 9.- Prueba de Medias de Tukey para las variables de los frutos de plantas
de tomate inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con Trichoderma harzianum
en diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo sin inocular

Cuadro 10.- Coeficientes de variacion para las variables de frutos de tomate de
plantas inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicaciéon: semillero y transplante (ST); semillero,
transplante y semanal (STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular (TSI).........

Xiii

88



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.- Ciclo de la enfermedad marchitez del tomate causada por
Fusarium oxysporum f. Sp. [yCOPErSICi...........c.couuiiiiiiiiiii i

Figura 2.- Mecanismo de Accion de Trichoderma harzianum........................
Figura 3.- Transplante de las plantulas................oooiii i,

Figura 4.- Preparacion y aplicacion del biocontrolador
Trichoderma Rarzi@nuUm ............. ..o

Figura 5.- Preparacion del inéculo de F. oxysporum f. sp. lycopersici
e inoculacion de plantas. ... ..o

Figura 6.- Inoculacion de plantas con Sclerotium rolfsii................................
Figura 7.- Secado y pesado de las muestras secas de raices y parte aérea.....

Figura 8.- Altura promedio (cm) de plantas de tomate (Lycopersicon
esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y
momentos de aplicaciéon: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y
semanal (STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular (TSI)....................

Figura 9.- Altura promedio (cm) en el tiempo de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin
[T TeTo10 ] F=T g ] ) TR

Figura 10.- Longitud promedio de raices (cm) de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo sin
[T leTe10 =T g (1S TR

Figura 11.- Raices desarrolladas con la aplicacion de T. harzianum..............

Xiv

56

57



Figura 12.- Peso fresco promedio de raices (g) de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin
INOCUIAN TSI ). . e

Figura 13.- Peso seco promedio de raices (g) de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo sin
INOCUIAN TSI ). . e

Figura 14.- Peso fresco promedio de la parte aérea (g) de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo sin
INOCUIAN TSI ). . e

Figura 15.- Peso seco promedio de la parte aérea (g) de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin
[T TeTo10 ] F=T N ] ) T

Figura 16.- Ancho promedio de frutos (cm) de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin
[T TeTo10 ] F=T g ] ) T

Figura 17.- Largo promedio de frutos (cm) de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin
[T TeTo10 ] F=T g ] ) T

XV

59

60

61

62

66



Figura 18.- Peso promedio de frutos (g) de plantas de tomate (Lycopersicon
esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y
momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y
semanal (STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular (TSI).............

Figura 19.- Numero de frutos promedio por planta de tomate (Lycopersicon
esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y
momentos de aplicacién: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y
semanal (STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin  inocular

Figura 20.- Rendimiento (kg) de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum)
cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal
(STS); testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TS1)..........ccoooiiiiiiini.

Figura 21.- Mortalidad (%) de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum)
cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal
(STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular (TSI)...........c.c.oooennnn.

Figura 22.- Altura promedio (cm) de plantas de tomate (Lycopersicon
esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con
Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacién:
semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo
inoculado (TI); testigo sin inocular (TS1)........coooiiiiii i

Figura 23.- Altura promedio (cm) en el tiempo de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal
(STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular (TSI).........c.cocoiiiiinnt.

Figura 24.- Longitud promedio de raices (cm) de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii 'y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal
(STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular (TSI).........c.cocoiiiininnt.

XVvi

68

69

70

73

80

81

82



Figura 25.- Peso fresco promedio de raices (g) de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal
(STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular (TSI).........cccoviiiiiiiinin.

Figura 26.- Peso seco promedio de raices (g) de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal
(STS); testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TS1).............ccoooiennl.

Figura 27.- Peso fresco promedio de la parte aérea (g) de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal
(STS); testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TS1).............ccoooieeneal.

Figura 28.- Peso seco promedio de la parte aérea (g) de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal
(STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular (TSI).........c.cocoiiiiinnt.

Figura 29.- Ancho promedio de frutos (cm) de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal
(STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular (TSI).........cccoovvviiinnnn..

Figura 30.- Largo promedio de frutos (cm) de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii 'y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal
(STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular (TSI).........c.cocoviiiinnt.

Figura 31.- Peso promedio de frutos (g) de plantas de tomate (Lycopersicon
esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con
Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacién:
semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo
inoculado (TI); testigo sin inocular (TS1).......oooviiiiii e

Figura 32.- Numero de frutos promedio por planta de tomate
(Lycopersicon esculentum) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal
(STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular (TSI).........c.ccoviiiiiiiannnn.

Xvii

83

84

85

86

89

90

91



Figura 33.- Rendimiento (kg) de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum)
cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con Trichoderma
harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y
transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado
(T1); testigo sin inocular (TSI)......oeini e

Figura 34.- Mortalidad (%) de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum)
cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con Trichoderma
harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero vy
transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado
(T1); testigo sin inocular (TSI)......oeii e

Figura 35.- Plantas inoculadas con S. rolfSii.............c.ccccoiiiiiiiiiin.n.

xXviii

93



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.- Produccion Mundial de Tomate ( 1994 — 2005 )..........ccoiiiiiinannt.

Xix



I.-INTRODUCCION

En Venezuela, la mayoria de los suelos destinados a la produccion de hortalizas se
encuentran altamente contaminados con el hongo Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, el cual ha causado dafos severos en las plantaciones de tomate

ocasionando reducciones en la produccién de hasta un 60% ( Anzola y Roman, 1982 ).

Igualmente, se ha detectado la presencia en suelos agricolas del pais del hongo
Sclerotium rolfsii, el cual es patégeno de mas de 180 especies de plantas y posee
distribucién mundial. Se caracteriza por afectar en diversas fases del desarrollo de sus
hospedantes, desde semillas hasta productos agricolas a nivel de postcosecha, siendo
ademas la supervivencia de este patdégeno en el suelo, un hecho de extrema

importancia epidemioldgica ( Diaz Polanco y Castro, 1977 ).

Por otra parte, dada la naturaleza saprofitica de ambos hongos y su gran capacidad de
sobrevivencia, las zonas tradicionalmente productoras, tales como los Estados Aragua,
Carabobo, Cojedes, Guarico, Lara y Portuguesa se han visto afectadas por los

mismos, causando serios dafos de importancia econémica.

Es necesario destacar que en el caso del hongo F. oxysporum f. sp. lycopersici, se trata
de un patdégeno sistémico, que suele afectar a las plantas jévenes, mientras que S.
rolfsii actua de manera digestiva o0 macerativa y ataca a plantas adultas; de manera tal,
que las plantas de tomate se encuentran en permanente peligro de ser afectadas o

bien por cada uno de estos patdégenos o por ambos de manera conjunta.

La importancia del control de estos patdégenos para disminuir sus efectos sobre el
tomate cv. Rio Grande, radica en que éste se destina tanto al consumo fresco como al
procesamiento industrial, constituyendo ademas la fuente de sustento

para los agricultores dedicados a su produccién, que requieren de alternativas de



control cénsonas con el medio ambiente, que no pongan en peligro su salud y que

controlen eficientemente los patégenos que afectan sus cultivos.

En la actualidad, la busqueda de nuevas y mejores alternativas de control de
enfermedades ha conllevado al uso de microorganismos con capacidad de controlar a
otros, tal como Trichoderma harzianum Rifai, ampliamente utilizado para el control de

hongos patégenos como S. rolfsii Sacc. y F. oxysporum f. sp. lycopersici.

La aplicacion de una formulacion de cepas seleccionadas de T. harzianum'y T.
viride, directamente al suelo o sobre semillas (“‘coating”), plantulas para transplante
(sistema “paper-pot”) y plantas adultas, mediante diferentes sistemas de riego; ha
permitido aplicar con éxito los principios del control biolégico en enfermedades
producidas por hongos y en enfermedades viricas con vectores fungicos,
especialmente en cultivos de remolacha azucarera, lechuga, melon y tomate,

obteniéndose incrementos de 20% en la produccién ( Grondona et al, 1995 ).

La relevancia del empleo de controladores biolégicos en este caso particular, estriba en
que en el cultivo de hortalizas se ha venido empleando el bromuro de metilo para
desinfectar sustratos, pero por ser altamente toxico, afectar seriamente a la salud y
causar graves dafios al ambiente, se ha prohibido su uso a nivel mundial, razén por la
cual T. harzianum se perfila como una alternativa segura, econdmica y eficiente de

control.

Igualmente, es necesario destacar que en los paises en desarrollo, los cultivadores
utilizan sin medida los plaguicidas, generalmente sin ninguna capacitacion para

aplicarlo o para identificar la necesidad pertinente.



Los plaguicidas clasificados como extremadamente peligrosos por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), son los mas utilizados. La combinacion de la importancia
de los tomates en dietas y los altos niveles de plaguicidas, particularmente en los
paises en desarrollo, determina la importancia de la reducciéon en el uso de estos
productos, tanto para la salud y seguridad ocupacional, como para la seguridad del
consumidor. En una serie de estudios realizados se encontré que era muy comun la
practica de fumigar los tomates en la tarde y cosecharlos a la mafiana siguiente. (Davis
y Dinham, 2002).

Dada la creciente importancia de los hongos patogenos F. oxysporum f.sp.
lycopersici y S. rolfsii sobre el cultivo del tomate y con el propdsito de hacer mas
eficiente el uso del hongo biocontrolador T. harzianum, surge la necesidad de
realizar un estudio del efecto de la dosis y el momento de aplicacion de T.
harzianum sobre el control de ambos hongos en tomate ( Lycopersicon esculentum

Mill.) cv. Rio Grande bajo condiciones in vivo.



Il.- OBJETIVOS

Objetivo General

7
L X4

Evaluar el efecto de la dosis y el momento de aplicacion de Trichoderma
harzianum Rifai sobre el control de Sclerotium rolfsii Sacc. y Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici en tomate (Lycopersicon esculentum) cv. Rio

Grande, bajo condiciones in vivo asi como sobre el crecimiento del cultivo.

Objetivos Especificos

/7
0.0

Evaluar el efecto del hongo Trichoderma harzianum Rifai sobre el hongo

patogeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en tomate cv. Rio Grande.

Evaluar el efecto del hongo Trichoderma harzianum Rifai sobre el hongo

patdgeno Sclerotium rolfsii en tomate cv. Rio Grande.

Evaluar el efecto de la dosis del hongo antagonista sobre el control de los
hongos patdégenos Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y Sclerotium rolfsii

Sacc. en tomate cv. Rio Grande, en forma individual.

Determinar el momento de aplicacion mas adecuado de Trichoderma harzianum
Rifai para el control de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersiciy Sclerotium rolfsii

Sacc. en tomate cv. Rio Grande, en forma individual.

Determinar el tiempo de proteccion que ofrece el biocontrolador Trichoderma
harzianum Rifai a las plantas de tomate cv. Rio Grande contra los hongos

patdgenos bajo estudio, en forma individual.



+ Determinar la concentracion mas efectiva de Trichoderma harzianum Rifai para
el control de los hongos patdégenos bajo estudio en plantas de tomate cv. Rio

Grande, en forma individual.

« Evaluar el efecto de la concentracion de Trichoderma harzianum Rifai sobre el

crecimiento de las plantas de tomate cv. Rio Grande.



lll.- REVISION DE LITERATURA

3.1.- CARACTERISTICAS DEL CULTIVO DE TOMATE (Lycopersicon

esculentumL.)

3.1.1.- GENERALIDADES

Flores (1983) sefala que el tomate es originario de la zona andina,
especificamente de Peru, Bolivia y Ecuador, donde se encuentran muchas
especies silvestres. Los nativos lo llevaron a América Central y México, y los
conquistadores espanoles a Europa, donde al principio lo utilizaron como planta
ornamental. Hoy es una de las principales hortalizas cultivadas en el mundo, tanto para

consumo fresco como para ser procesado por industrias de alimentos.

Igualmente, acota el autor que es una planta herbacea, perenne, pero cultivada
como anual. Aunque botanicamente sea un fruto, se le considera como hortaliza
por el sistema intensivo de produccion. Con el transplante, el sistema radical
tiende a ser fibroso, con muchas raices laterales. Las plantas alcanzan, de
acuerdo a la variedad, alturas que oscilan entre 1 y 12 m. El fruto o baya es
carnoso y jugoso, con una o mas semillas. La mayoria de las variedades son de
frutos de piel amarilla y pulpa roja, en tanto que los rosados, son de piel incolora y

pulpa roja. En 1 g de semillas hay unas 400 de ellas.

Menciona ademas, que se trata de una planta de clima calido, resistente al calor
y a la falta de agua. Se produce en una gran diversidad de suelos y climas. El cultivo
dura de 3 a 4 meses, desde la siembra en el semillero hasta la primera cosecha.
La planta puede ser de crecimiento determinado o indeterminado. Las primeras
alcanzan un tamafo definido, terminando el tallo en un racimo floral. Las plantas
de estas caracteristicas son las mas solicitadas por la industria. Por su parte, las
de crecimiento indeterminado, en el punto de crecimiento se alternan 2 6 3 hojas

con un racimo floral y son utilizadas para el mercado fresco.



En general, indica el autor que el tomate se da bien a temperaturas entre 18 y
26°C, con optimas diurnas de 21 a 24°C y nocturnas de 18 a 20°C. La temperatura
y humedad relativa alta, favorecen los ataques de enfermedades del follaje,
mientras que las temperaturas nocturnas elevadas provocan la caida de las flores

debido a fallas en la polinizacién de las mismas.

3.1.2.- Cultivares

Pefa y Moreno ( 1997 ) sefialan que a pesar de que en Venezuela el cultivo del
tomate ha alcanzado una enorme importancia, no se producen materiales
adaptados a las condiciones ambientales del pais, lo cual obliga la siembra de
aquellos seleccionados para otras latitudes. Esta situacién impone la realizacién
de evaluaciones periddicas, a fin de conocer cudles presentan el mejor
comportamiento en las diferentes localidades. La evaluacién define en gran

medida, el rendimiento de la materia prima y la calidad industrial.

Entre los cultivares de tomate, destaca el cultivar Rio Grande, el cual presenta, de
acuerdo a los autores, frutos con las siguientes caracteristicas:

Forma: Cuadrado oval

Peso promedio: 92.42 g

Clasificacion: Grande

Por otra parte, Paez et al ( 2000 ) sefialan que este cultivar presenta crecimiento
indeterminado y altos rendimientos; los frutos son tipo perita, de dureza al corte y

resistencia al transporte en huacales de madera.

Acotan los autores, que en el caso de este cultivar, las temperaturas elevadas

reducen el crecimiento vegetativo e impiden el establecimiento de los frutos.



3.1.3.- PRODUCCION
De acuerdo a FAO ( 2006 ), la produccion mundial de tomate esta situada en
125.015.792 Tm para el afno 2005. Las cifras de produccidon han mantenido una

tendencia al incremento, tal y como se observa en la Tabla 1.

Tabla 1.- Produccién Mundial de Tomate ( 1994 — 2005 )

Aino Produccion de Tomate ( Tm )
1994 83.353.464
1995 87.660.093
1996 93.710.395
1997 90.053.930
1998 95.684.417
1999 108.710.443
2000 108.485.528
2001 106.251.865
2002 114.447.704
2003 116.640.818
2004 120.384.017
2005 125.015.792

Fuente: FAO ( 2006 )

CIDEIBER ( 1997 ), sefala que, en Venezuela la produccién de hortalizas esta
encabezada por el tomate, con 234.865 toneladas para el afio 1995, siendo este
fruto dedicado en gran proporcion a su procesamiento industrial. La produccion de
este cultivo se encuentra relativamente extendida, pero se da con mayor
intensidad en Lara, Aragua, Guarico, Portuguesa, Carabobo y Zulia. Para el afio
2005, FAO ( 2006 ) reporta una produccion de 195.000 toneladas.

Acotan ademas Davis y Dinham ( 2002 ), que entre los paises con mayor
produccién de tomates se encuentran China, Estados Unidos, Turquia, Rusia,
Italia, Egipto, India, Espafa y México, mientras que en América Latina, el tomate
es una de las principales plantas horticolas que se cultivan para la venta. Por otra
parte, sefalan que los tomates frescos son el ingrediente fundamental en el arte
culinario de todo el mundo, y los tomates en conserva se utilizan para hacer sopas,

jugos ( zumos ), salsa de tomate, pasta de tomate y otros productos.



Igualmente, explican los autores, que en 1999 la produccién mundial fue de cerca
de 94 millones de toneladas en 5.5 millones de hectareas cultivadas, y ha
aumentado rapidamente en la ultima década, tanto en funcién al tonelaje como al
area. De hecho, FAO ( 2006 ) reporta una produccion de 125 millones de toneladas

para el ano 2005 en 4.5 millones de hectareas cultivadas.

3.2.- ENFERMEDADES

3.2.1.- Marchitez por Fusarium ( Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici )

3.2.1.1.- Descripcién de la Enfermedad

3.2.1.1.1.- Generalidades

Jones ( 2001 ) indica que la fusariosis 0 marchitez vascular del tomate fue descrita
por primera vez por G.E. Massee en Inglaterra en 1895. Es una enfermedad de
importancia mundial, siendo descrita en al menos 32 paises, y es destructiva en

campo.

Fravel et al ( 2003 ) indican que todas las razas de F. oxysporum son saprofiticas
y pueden sobrevivir por largos periodos en materia organica del suelo y en la

rizosfera de muchas especies de plantas.

3.2.1.1.2.- Sintomas

Tanto Watterson ( 1985 ) como Jones ( 2001 ) y Anzola y Roman ( 1982 ), indican que
las plantulas infectadas alcanzan escaso desarrollo. Las hojas se vuelven flacidas
y desarrollan epinastia, ademas, se tornan amarillentas; es necesario destacar que
dichos sintomas suelen afectar s6lo a un sector de la planta, y con frecuencia los
foliolos a un lado del peciolo se vuelven amarillos antes que los del otro lado. Este
amarillamiento afecta de forma gradual a la mayor parte del follaje.
Adicionalmente, el tejido vascular se torna de color castafio oscuro, la base de los

tallos afectados se ensanchan y normalmente las plantas se marchitan y mueren.
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Acota Agrios (1998) que existen tres géneros de hongos que producen
marchitamientos vasculares: Ceratocystis, Fusarium y Verticillium. La mayoria de
los hongos del género Fusarium que producen marchitamientos tanto en flores
como en hortalizas anuales y en plantas herbaceas perennes de ornato,
pertenecen a la especie Fusarium oxysporum. Los marchitamientos vasculares
ocurren debido a la presencia y actividad del patégeno en los tejidos vasculares
xilémicos de las plantas, en las cuales ocurre pudricion de las raices,
amarillamiento de las hojas, marchitez y necrosamiento de sus bases, lo cual

puede producir su muerte.

3.2.1.2.- Organismo Causal

3.2.1.2.1.- Caracteristicas
De acuerdo a CAB International ( 2003 ) el hongo F. oxysporum f. sp. lycopersici
pertenece a la clase Ascomycetes, subclase Sordariomycetidae y orden

Hypocreales.

Tal y como sefala Jones ( 2001 ), los aislamientos de Fusarium oxysporum
Schlechtend.: Fr. f. sp. lycopersici ( Sacc ). W.C. Zinder & H.N. Hans. producen
micelio entre rosado y blanco, a menudo con un matiz purpureo, y ralo a
abundante. Los microconidios son abundantes, se generan en fidlides simples
emergiendo lateralmente, presentan forma oval-elipsoide, erectas a curvadas, de

5-12 x 2,2-3,5 um, y carecen de septas.

Los macroconidios pueden ser escasos o abundantes, se producen en
conidioforos ramificados o bien en la superficie de esporodoquios; poseen una
pared fina, de tres a cinco septas, y son fusiformes a subulados con ambos
extremos puntiagudos. Estos macroconidios, presentan ademdas, una base
pedicelada y miden entre 27-46 x 3-5 um si son triseptados, 6 35-60 x 3-5 um si

tienen cinco septas; siendo las esporas triseptadas las mas comunes.
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Las clamidosporas tienen pared engrosada que puede ser lisa o0 rugosa, son
abundantes y se generan de forma terminal o catenulada. Normalmente aparecen

solitarias, pero en ocasiones se forman en pares o en cadenas.

3.2.1.2.2.- Razas

Se han descrito tres razas fisiolégicas para este patdogeno. Tanto Bournival et al
(1991) citado por Lugo (1998) como Jones (2001) coinciden en sefalar que la
raza 1 es la mas ampliamente distribuida, y se ha detectado su presencia en la
mayorias de las areas geograficas del mundo, mientras que la raza 2 fue
identificada en Estados Unidos y en otros paises, incluyendo Australia, Brasil,
Gran Bretafa, Israel, México, Marruecos, Paises Bajos e lIraq. La raza 3 fue
localizada en Brasil en 1966; desde entonces se ha encontrado también en

Australia, y en California y Florida (Estados Unidos).

Lugo (1998) indica que en el caso de Venezuela, a pesar de haberse reportado
tanto la raza 1 como la raza 2, es ésta ultima la mas comun, siendo de hecho

todos los aislamientos estudiados por la autora pertenecientes a esta raza.

Por otra parte, Anzola y Roman (1982) sefalan que la raza 2 se encuentra
presente en suelos infestados de la region central del pais, mientras que Diaz
Polanco y Castro (1977) indican que en la zona de los Llanos
Centro-Occidentales, este hongo causa problemas, sobreviviendo de un afo a

otro, debido a su actividad saprofitica sobre residuos vegetales.

En el caso de Europa, en paises como Espania,
Rodriguez-Molina et al (2002) reportan la existencia de las razas 0 y 1, las cuales
fueron aisladas de plantas de tomate infectadas colectadas en Murcia, al sureste
del pais. Estos aislamientos fueron identificados como razas 0 y 1 por Tello y

Lacasa en 1990.
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3.2.1.2.3.- Ciclo de la Enfermedad y Epifitiologia

Agrios (1998) explica que el patégeno causante de esta enfermedad es un
organismo que habita en el suelo y que sobrevive entre los cultivos en los restos
de plantas infectadas que yacen en el suelo en forma de micelio y en cualquiera
de sus formas de esporas, pero lo hace con mayor frecuencia en forma de
clamidosporas, sobre todo en las regiones templadas frias. Se propaga a cortas
distancias a través del agua y el equipo agricola contaminado, y a grandes
distancias principalmente en los transplantes infectados o en el suelo que va en

ellos.

En este aspecto, el autor coincide con Jones (2001) quien sehala que la
diseminacion de F. oxysporum f. sp. lycopersici ocurre por medio de la semilla, los
tutores del tomate, el suelo y las plantulas para transplante infectadas, o mediante
suelo infestado adherido al cepellon de la planta de transplante infectada. El
transporte a larga distancia se produce mediante semillas y plantas de transplante,
mientras que la dispersion a corta distancia se realiza mediante transplante,

tutores y suelo infestado diseminado por el viento, el agua, y maquinaria agricola.

Por otra parte, acota Agrios ( 1998 ), que cuando las plantas sanas se desarrollan
en un suelo contaminado, los tubos germinales de las esporas o el micelio
penetran directamente por las puntas de las raices o entran en estas ultimas a
través de heridas o a nivel de la zona donde se forman las raices laterales. El
micelio del hongo se propaga intercelularmente a través de la corteza de la raiz y
cuando llega a los vasos xilémicos, entra en ellos a través de las punteaduras.
Cuando se encuentra en los vasos, dicho micelio se ramifica y produce
microconidios que son desprendidos y llevados hacia la parte superior de la planta
en el torrente de fotoasimilados. Los microconidios germinan en el punto donde
cesa su movimiento ascendente, el micelio penetra la pared superior del vaso y el
hongo produce mas microconidios en el siguiente vaso. El micelio del hongo
avanza también lateralmente en los vasos adyacentes, en los que penetra a través

de las punteaduras.



Menciona el autor, que, en ocasiones el hongo llega a los frutos de las plantas
infectadas, penetra y contamina a las semillas. Esto sucede principalmente
cuando la humedad del suelo es alta y la temperatura relativamente baja,
condiciones que permiten a las plantas producir buenas cosechas aunque sean

infectadas por el hongo.

Nogués et al (2002), sefialan que un numero de estrategias de defensa tanto
fisicas como quimicas que son empleadas por las plantas, son ahora conocidas.
Estas incluyen la formaciéon de calosa cerca de las células infectadas, la oclusion
de los vasos colonizados por accién de geles, gomas vy tilosas, ademas de la

sintesis de compuestos toxicos por parte del hongo.

Igualmente, acotan los autores que la colonizacion del xilema por el hongo
incrementa la resistencia al flujo del agua dentro de la planta, lo que se traduce en
déficit de agua en las hojas, ocasionandose la disminucién de las tasas de

fotosintesis y respiracién, y por ende, la longevidad de la hoja.

Jones ( 2001 ), senala que los factores que favorecen el desarrollo de la marchitez
son, en general, temperatura del suelo y del aire de 28°C, humedad del suelo
optima para el crecimiento vegetal, plantas preadaptadas con bajos niveles de
nitrogeno y fésforo, y altos niveles de potasio, bajo pH del suelo, dias cortos y
baja intensidad de luz. La virulencia del patégeno se ve incrementada por

micronutrientes, fosforo y nitrégreno amoniacal, y decrece con el nitrato.

Por otra parte, Anzola y Roman ( 1982 ) indican que el hongo causa dafos mas
severos en aquellos suelos ubicados en zonas de clima calido y temperatura de
28-29°C con pH de aproximadamente 7.2. El agente patdégeno penetra en las
plantas a través de sus raices y resulta favorecido cuando ésta ultima han sido

lesionadas por alguna causa.

13
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Mencionan los autores que la presencia de nematodos, tales como los de la
especie Meloidogyne incognita, también propicia la entrada del patdégeno, los
cuales pueden causar respuestas en el huésped tales como la disminucion de su
resistencia natural. Igualmente, se ha encontrado que el extracto de raices con
nematodos favorece el desarrollo de Fusarium sp, por lo que se cree que las
actividades desarrolladas por el nematodo en el sistema radicular causan

alteraciones favorables para el desarrollo de esta enfermedad.
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Figura 1.- Ciclo de la enfermedad marchitez del tomate causada por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici

Fuente: Agrios ( 1998 )
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3.2.1.2.4.- Control

Jones (2001) recomienda la utilizacion de cultivares resistentes para el control de
las razas 1 y 2 de F. oxysporum f. sp. lycopersici. Se ha identificado resistencia
monogénica a la raza 3, por lo tanto deben utilizarse cultivares con esta
resistencia siempre que estén disponibles. Recomienda también este autor,
aumentar el pH del suelo a valores de 6.5 — 7.0, asi como la utilizacion de nitrato
como fuente de nitrégeno en lugar de nitrdgeno amoniacal. Esto retarda
significativamente el desarrollo de la enfermedad y da como resultado un
incremento de rendimiento que iguala a aquel que se consigue al utilizar

fumigantes en un suelo de pH 5.5.

De igual manera, destaca que es de de suma importancia evitar la introduccién de
semillas y plantas infectadas por el hongo, asi como la introduccién de suelo

infestado adherido a maquinaria agricola en zonas libres del patdgeno.

Larena et al ( 2003 ) sefalan, que en Espafia los mayores componentes del control
integrado de las marchiteces son la inyeccién del suelo con bromuro de metilo y el
empleo de cultivares resistentes. Sin embargo, los residuos de bromuro en el
suelo, el agua y la capa de ozono, han derivado en la busqueda de nuevas

alternativas de control.

Ademas, acotan Armstrong y Armstrong ( 1981 ) y De Cal et al ( 1997 ) citados por
Larena et al (2003), que el tratamiento con conidios de Penicillium oxalicum
producidos en estado de fermentacién sélida, reduce significativamente las
marchiteces por Fusarium en tomate, incluyendo las producidas por F. oxysporum
f. sp. lycopersici, tanto en condiciones de invernadero como campo; incluso les

confiere resistencia a las plantas.

Zavaleta-Mejia ( 1999 ) indica que el uso de agroquimicos ha permitido obtener
incrementos sustanciales en la produccion; no obstante, sus efectos adversos

estan impactando de manera significativa la sostenibilidad de la agricultura. Esto,
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tal y como explica la autora, aunado a los problemas de seguridad y salud publica
inherentes a la fabricacién y uso de agroquimicos, han conducido a la busqueda y
establecimiento de alternativas de manejo de plagas y enfermedades. Asi, surge
el interés por el control ecoldgico, el cual puede definirse como cualquier forma de
control que reduce la incidencia o severidad de la enfermedad, o incrementa la
produccion del cultivo, aun cuando no haya aparentemente un efecto significativo
en la reduccion de la enfermedad o in6culo, y su impacto nocivo en el ambiente

sea minimo o nulo.

Por otra parte, Gherbawy y Yaser (2003) realizaron un estudio en el que se analizaron
muestras de suelo adherido a raices de paprika tanto sanas como
afectadas por patdogenos del suelo, encontrandose entre ellos Fusarium
oxysporum, el cual fue el mas comun. Para evaluar el control de este patdgeno, se
empleé Trichoderma harzianum, T. pseudokoningii 'y Gliocladium roseum
afadido al sustrato estéril previamente inoculado con el patégeno. Se obtuvo que
en ausencia de los hongos antagonistas, la enfermedad se presenté en el 80% de
las plantulas, mientras que con T. harzianum las plantulas afectadas alcanzaron
un 25%, mientras que en los tratamientos con T. pseudokoningii y G. roseum la

infeccion fue de 40% y 50%, respectivamente.

3.2.2.- Podredumbre blanca (Sclerotium rolfsii Sacc.)

3.2.2.1.- Descripcioén de la Enfermedad

3.2.2.1.1.- Generalidades

McCarter (2001) destaca que, la pudricion blanca fue descrita por primera vez en
tomate, pero afecta también a otras especies de plantas cultivadas, entre las que
se incluyen hortalizas, plantas ornamentales y cultivos extensivos. La enfermedad
es conocida por varios nombres, como la “marchitez del sur’, la “podredumbre

surefia del tallo” y la “podredumbre del tallo causada por Sclerotium’. Esta
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enfermedad ocurre en todo el mundo, pero es de mayor importancia en zonas

tropicales y subtropicales.

Por su parte, Agrios (1998) indica que, con frecuencia, Sclerotium produce
pérdidas considerables en hortalizas y frutos carnosos durante su embarque y
almacenamiento. Este hongo causa principalmente enfermedades en climas
calidos, las cuales afectan a las plantas de paises que se localizan en la latitud de

38°C a cualquier lado del Ecuador.

Igualmente indica que las enfermedades que producen los hongos del género
Sclerotium, denominadas “marchitamientos o tizones surefos”, afectan a una
amplia variedad de plantas, incluyendo hortalizas, flores, cereales, plantas para
forraje y malezas. Algunos de los hospedantes mas comunes del hongo son
leguminosas, cruciferas, cucurbitaceas, zanahoria, apio, maiz dulce, berenjena,
lechuga, quimbombd, cebolla, pimienta, papa, camote, tomate, amairilis,
crisantemo, delfinio, iris, narciso, tulipan, alfalfa, cereales, algodon, cacahuate y

tabaco.

Cilliers et al (2000) senalan que Sclerotium rolfsii causa enfermedad en mas
de 500 especies de plantas alrededor del mundo. Ademas, el hongo no produce
esporas asexuales sino que se perpetua en forma de esclerocios como inéculo
primario, tanto en el suelo como en la misma planta. El estado sexual, Athelia
rolfsii, puede ser inducido en condiciones de Ilaboratorio pero no ocurre

comunmente en la naturaleza.

Es interesante destacar que durante el verano de 2005, Garibaldi et al (2006),
encontraron que plantas de papa (Solanum tuberosum) de plantaciones
comerciales cerca de Alessandria (norte de Italia) mostraban severos sintomas de
pudricion basal. Los primeros sintomas fueron detectados a principios del mes de
julio en correspondencia a un drastico incremento de la temperatura del aire

(cercana a los 38°C) y la humedad relativa. Las plantas afectadas manifestaban
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extensivas necrosis en los tejidos corticales, mientras que las hojas se tornaban
cloréticas. En presencia de abundante humedad, se observaba la formacion de un
micelio blanco en los tejidos infectados, con la posterior formacion de esclerocios.
Una vez realizadas las pruebas de patogenicidad, se demostré la presencia de S.
rolfsii, constituyendo éste el primer reporte de este patégeno sobre papa en la

Zona.

De manera similar, Jeeva et al (2005) reportan que en India, se ha encontrado al
name (Dioscorea alata L.) como un nuevo hospedante de S. rolfsii, lo cual fue
confirmado mediante la realizacidon de pruebas de patogenicidad. Este patégeno
causa en el cultivo manchas circulares en las hojas, hasta que las mismas se
necrosan y rompen; cuando ataca en zonas con alta humedad, produce
abundante micelio blanco en las manchas presentes en las hojas. En el
mencionado pais el fname constituye una fuente importante de alimento y

subsistencia, razon por la cual es preocupante la presencia de este patdgeno.

En cuanto a la distribucién de las enfermedades causadas por este patdgeno,
Mullen (2005) indica que éstas ocurren alrededor del mundo, en la zona ecuatorial
entre las latitudes 45°N y 45°S. Es comun en Estados Unidos, América Central, el
Caribe, América del Sur, los paises cercanos al Mar Mediterraneo, Africa, India,

Japon, Filipinas, Hawaii, Australia y Nueva Zelanda.

3.2.2.1.2.- Sintomas

Agrios (1998) indica que, por lo comun, la infeccibn empieza con una lesiéon de color
café oscura que aparece sobre el tallo suculento y justo por debajo de Ia
superficie del suelo. Los primeros sintomas observables se manifiestan en un
amarillamiento o marchitez de las hojas inferiores o bien en muerte descendente
de las hojas desde su punta hasta el peciolo. Estos sintomas avanzan

posteriormente hasta las hojas de la parte superior de la planta.
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Igualmente indica el autor que en las plantas con tallos muy suculentos, como es el
caso del apio, el tallo puede doblarse y la planta se acama, mientras que en
plantas con tallos mas duros, como es el caso de la alfalfa, el frijol, el tomate y el
tabaco, el tallo que ha sido invadido mantiene su verticalidad y comienza a perder
sus hojas o a marchitarse. Al mismo tiempo, el hongo avanza hacia la parte
superior de la planta y cubre la lesion del tallo con una masa blanca y algodonosa

de micelio; dicho avance depende del nivel de humedad presente.

McCarter ( 2001 ) explica que, generalmente, los sintomas aparecen en las zonas
de la planta que se encuentran sobre o cerca del suelo. Las plantas pueden ser
atacadas en cualquier estado de desarrollo si las condiciones ambientales son las
adecuadas. El sintoma mas comun es una podredumbre de color castafio a negro
en el tallo, que se desarrolla cerca de la linea del suelo. La lesién se desarrolla
con rapidez, rodeando el tallo completamente y dando lugar a la repentina y
permanente marchitez de toda la parte aérea de la planta. Las plantas jovenes
pueden doblarse por la linea del suelo. En condiciones de humedad elevada, se
desarrolla en las lesiones un micelio blanco, vigoroso y abundante que en
ocasiones se extiende en el tallo de la planta adulta varios centimetros sobre la

linea del suelo.

Pasados unos dias, menciona el autor, en el micelio pueden aparecer esclerocios
esféricos, de tonalidad castafia a marrén rojiza, y con un diametro medio de 1-2
mm. El hongo penetra rapidamente por la epidermis de los frutos que se
encuentran en contacto con el suelo infestado. El punto de infeccion se ve
inicialmente hinchado, ligeramente amarillo y con la epidermis rota. La lesion se
vuelve hidrética y blanda, y a menudo presenta forma de estrella. Una vez
infectado, el fruto se colapsa en 3 6 4 dias. La cavidad de la lesién se llena
rapidamente de micelio blanco y esclerocios en desarrollo. También pueden
producirse lesiones marrones con micelio sobre la superficie de las hojas que se
encuentran en contacto con el suelo, o de las hojas mas bajas que son salpicadas

con in6culo del suelo.
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3.2.2.1.3.- Organismo Causal

3.2.2.1.3.1.- Caracteristicas
De acuerdo a CAB International ( 2003 ) el hongo S. rolfsii pertenece a la clase
Basidiomycetes, subclase Agaricomycetidae, orden Polyporales y familia

Corticiaceae.

McCarter (2001) indica que S. rolfsii Sacc., produce abundante micelio blanco y
vigoroso en los medios de cultivo de uso comun en el laboratorio, como papa
dextrosa agar. El tamano, color y morfologia de los esclerocios varian entre

aislamientos.

Sefiala el autor que dichos esclerocios se forman en 5 6 6 dias de cultivo en placa
incubados a una temperatura 6ptima ( 27-30°C ). Algunos aislamientos del hongo
pueden ser inducidos a formar el estado basidial (Athelia rolfsii Curzi Tu &
Kimbrough) in vitro, pero su papel en el ciclo biolégico del patégeno es

desconocido.

Rodriguez y Arcia ( 1994 ) en estudios realizados en condiciones in vitro,
encontraron que los rangos Optimos de temperatura y luz para un buen
crecimiento micelial de S. rolfsii se encuentran entre 25 y 30 °C y oscuridad
continua, mientras que el tiempo requerido para la formacion de esclerocios se

encuentra entre 6 y 12 dias.

Por otra parte, Agrios (1998) sefiala que sobre todos los tejidos infectados, e
incluso sobre el suelo, el hongo produce numerosos esclerocios pequefios de
tamafno uniforme, redondos o irregulares y blancos cuando inmaduros, pero de
color café oscuro o negro cuando llegan a su madurez. Los esclerocios maduros
no se encuentran unidos a los filamentos miceliales y tienen la forma, el tamafo y

el color de una semilla de mostaza. El micelio que produce S. rolfsii es abundante,
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de color blanco, velloso y ramificado, que forma numerosos esclerocios pero
comunmente es estéril, es decir, no produce esporas. En ocasiones produce

basidiosporas en los bordes de las lesiones cuando el clima es humedo.

Serra y Da Silva (2005) explican que entre las enfermedades que afectan
al pimenton, se encuentra la marchitez o podredumbre causada por S. rolfsii, siendo
ésta una de las mas relevantes. El hongo es un importante patégeno, habita en el
suelo y ocasiona la pudricion de las raices y por ende, el acame de las plantulas.
Este hongo presenta una amplia gama de hospederos, cerca de 500 especies,
encontrandose distribuido en todas las regiones agricolas, especialmente en las
zonas tropicales y subtropicales, donde predominan las condiciones de alta

humedad y temperatura elevada.

Castellano (1999) indica que la sobrevivencia de S. rolfsii en el suelo es de gran
importancia desde el punto de vista epidemioldgico, formando estructuras de
resistencia o esclerocios esféricos que permanecen viables por mas de dos afos,

para luego iniciar la infeccion en hospederos susceptibles.

3.2.2.1.3.2.- Ciclo de la Enfermedad y Epifitiologia

De acuerdo a Mc Carter (2001) los esclerocios producidos por el hongo pueden
sobrevivir durante afios en el suelo y en restos de las plantas huésped. Los
esclerocios pueden ser diseminados mediante la dispersion del suelo o material
vegetal infestado. Este hongo es también altamente saprofitico y es capaz de

generar un abundante crecimiento micelial en varios sustratos huésped.

Indica el autor que, a menudo, S. roffsii utiliza materia organica como sustrato para
la produccion de acido oxalico y enzimas que desintegran los tejidos de la planta
huésped. Esto también ha sido mencionado por Agrios (1998), quien indica que el
hongo ataca directamente a los tejidos, produciendo una masa abundante de

micelio, ademas de matar y desintegrar a dichos tejidos al secretar acido oxalico,
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asi como también enzimas pectinoliticas, celuloliticas y otras enzimas antes de que

penetre en el hospedante.

Igualmente, acota este ultimo autor, que el hongo se propaga con mayor rapidez
hacia las raices de las plantas y finalmente destruye el sistema radical. Su micelio
blanco aparece siempre en los tejidos que ha infectado y desde ahi crece sobre el

suelo hasta las plantas vecinas, produciendo nuevas infecciones.

Destacan Blum y Rodriguez-Kabana (2004), que S. rolfsii al formar esclerocios
sobrevive por largos periodos en el suelo, y frecuentemente toleran la degradacién

quimica y bioldgica, con presencia de melanina en las membranas exteriores.

En cuanto al crecimiento micelial in vitro, Barreto y Arcia (1991) senalan que este
ocurre en una gran amplitud de valores de pH, pudiendo resistir desviaciones
desde 3 hasta 12, aunque los niveles optimos se encuentren entre 4 y 6. En
estudios mas recientes se ha sefalado que ocurre una inhibicién del crecimiento a

valores extremos de 2 y 14.

Mullen (2005) indica que a mediados del siglo veinte, las enfermedades causadas
por S. rolfsii fueron controladas a través de la aplicacion de fungicidas; sin
embargo, se ha restringido el uso de estas medidas de control altamente

contaminantes a fin de proteger el medio ambiente.

3.2.2.1.3.3.- Control

McCarter (2001) indica que el control de la podredumbre negra es dificil
de conseguir cuando existe un alto nivel de indculo y las condiciones ambientales son
favorables para la enfermedad. Ciertas practicas de fertilizaciéon, como el uso de
niveles altos de calcio y fertilizantes amoniacales, han facilitado cierto control en
condiciones de bajo nivel de la enfermedad. Ciertas practicas de control que se

encuentran actualmente en fase experimental, incluyen la solarizacion de suelo
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humedo con una cubierta de polietileno, el control biolégico con ciertos
organismos (como T. harzianum), y la resistencia varietal o del hospedante.

Por otra parte, Blum y Rodriguez-Kabana (2004) sefialan que entre las medidas
de control empleadas para el manejo de S. rolfsii se encuentran la aplicacién de
fungicidas, la solarizacién, el uso de microorganismos antagonistas, la rotacién de

cultivos y la incorporacion de residuos de materia organica e inorganica.

Watterson (1985) acota que la medida de control mas efectiva para el manejo de
las enfermedades producidas por este patégeno es un buen programa sanitario.
La remocion y quema de todas las plantas infectadas previene una nueva
apariciéon de la enfermedad. La rotacién de cultivos cada tres afos con cultivos
como el maiz y el sorgo también reduce las pérdidas ocasionadas por S. rolfsii.
Entre las variedades de tomate que han mostrado cierta tolerancia al patégeno el

autor menciona a la TH 318 de Petoseed®.

3.3.- Trichoderma harzianum Rifai COMO AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO

3.3.1.- Generalidades sobre el Control Biolégico

Grondona et al (1995) explica que el objetivo principal del control biolégico es
reducir las enfermedades y plagas de las plantas por medio de la consecucion de

tres objetivos particulares:

1) Reducir el inéculo del patégeno a través de medidas que impliquen una
supervivencia del mismo mas restringida entre las cosechas, una menor
produccién o liberacion de propagulos viables y una menor difusion de los
mismos.

2) Reducir la infeccion del hospedador por el patégeno.

3) Reducir la severidad del ataque por el patdégeno.
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Igualmente, senala que el control biolégico no consiste en destruir a los patégenos
sino convivir con ellos, reduciéndolos hasta niveles que no produzcan dafio, o en

el caso de producirse, que éstos sean minimos.

Arcia (2003) indica que, segun los fitopatologos, la definicion de Control
Biolégico es: "la reduccién de la densidad de inéculo o de la actividad en la
produccion de enfermedad de un patégeno o parasito en su estado activo o
latente, por la accion de uno o mas organismos, efectuado naturalmente o a traves
de la manipulacion del ambiente, del huésped o del antagonista, o por la induccién

masiva de uno o mas antagonistas"

Estas definiciones, senala el autor, llevan a considerar los aspectos mas

interesantes del Control Biolégico:

1.- La manipulaciéon de poblaciones, tanto de las plantas que se quieren
proteger, como la de las plagas y enfermedades que las atacan, como las
poblaciones de los organismos antagonistas, usados en el control bioldgico,
en comparacion con las aplicaciones de productos quimicos, con una accion

especifica y dirigida.

2.- Las medidas de proteccion son diferentes; el concepto del producto
quimico, destructor, eliminador, se reduce, ahora es un proceso de

convivencia, de equilibrio poblacional y por ende un equilibrio ecoldgico.

Por lo tanto, la estrategia epidemiologica, al usar productos bioldgicos, es la de
reducir el inéculo inicial, protegiendo, a su vez, el sitio de infeccidon, en lugar de
eliminar la poblacion danina. Resefia igualmente el autor una serie de ventajas y

desventajas del control biolégico, las cuales se enumeran a continuacion:
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3.3.1.1.- Ventajas del Control Bioldgico

1.- No se producen residuos toxicos que contaminen el ambiente, por lo tanto es

también posible recuperar cuencas contaminadas.

2.- Es definitivamente mas econdmico que cualquier producto quimico que se

quiera emplear para el control de plagas o enfermedades.

3.- Es seguro, actua contra el hospedero o especies afines y no contra especies

ajenas al proceso.

4.- No provoca mutaciones en las poblaciones a las cuales puede atacar.

5.- Se ha sefalado que es un método de control permanente, porque la especie
del antagonista se debe perpetuar en el medio, haciéndose parte del mismo.
Sin embargo, esto no siempre ocurre y es necesario mantener un monitoreo
constante que permita conocer el desarrollo de las dos poblaciones, el
patdogeno y el antagonista, a fin de no caer en errores de estrategias de

control.

3.3.1.2.- Desventajas del Control Biolégico

1.- Se requiere de una mayor investigacion en todo el proceso porque se debe
saber la adaptabilidad del controlador, sus procesos de reproduccién y

multiplicacion, entre otros aspectos.

2.- Se necesita constancia en el cultivo de los agentes de control y en la

colonizacion.

3.- El control biolégico solo se aplica contra plagas y enfermedades cuyo nivel

economico de infestacion es alto.
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4.- Debido al uso indiscriminado de productos quimicos, algunas veces se hace

dificil disponer de los enemigos naturales.

5.- Son pocos los recursos humanos entrenados para esa labor.

Analizando algunas de las ventajas y de las desventajas, se debe enfatizar el
impacto ambiental que el control biolégico tiene y en la economia que él
representa, y eso conlleva la necesidad de impulsar esa area, muy especialmente

al desarrollo de los recursos humanos dedicados a esta actividad.

Es importante resaltar que, ademas de la actividad antagdnica, un buen agente
de control debe tener la habilidad de sobrevivir en el habitat donde es aplicado.
Adicionalmente, una formulacion apropiada del producto de biocontrol puede
proporcionarle larga vida de anaquel, la capacidad de soportar condiciones
adversas e inclusive proveerle con los ingredientes necesarios para inducir su

actividad especifica.

3.3.2.- El Control Biolégico con el uso de T. harzianum

Agrios ( 1998 ) indica que el género Trichoderma, el cual es un antagonista de
muchos hongos fitopatdégenos, pertenece a los hongos superiores, subdivisidon

Deuteromycotina, clase Hyphomycetes, orden Hyphales ( Moniliales ).

Por su parte, Samuels ( 2006 ) indica que Trichoderma es usualmente considerado
un hongo del suelo, de vida libre, sin embargo, algunas evidencias sugieren que
las especies pertenecientes a este genero pueden comportarse como organismos
oportunistas, simbiontes avirulentos y como parasitos de otros hongos. Sehnala el
autor que la primera proposicion de Trichoderma como género fue realizada por

Persoon en 1794, en base a material colectado en Alemania.
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3.3.2.1.- Mecanismo de Accidn

Grondona et al (1995) indican que algunos hongos del género Trichoderma
constituyen un buen sistema de control de enfermedades de interés agrondémico

cuando se utilizan como agentes de control bioldgico.

La aplicacion de una formulacion con cepas seleccionadas de T. harzianum y
T. viride, directamente al suelo, o sobre semillas, plantulas para transplante
(“sistema paper-pot”) y plantas adultas, mediante diferentes sistemas de riego, ha
permitido aplicar con éxito los principios de control biolégico en enfermedades
producidas por hongos y en enfermedades viricas con vectores fungicos,
especialmente en cultivos de remolacha azucarera, lechuga, meldén y tomate. En

los mejores casos se han obtenido incrementos de produccion de un 20%.

Por otra parte, Harman ( 2001 ) sefiala que entre los mecanismos de accion del
antagonista T. harzianum se encuentran los siguientes:
1) Micoparasitismo.

) Antibiosis.
) Competicidn por nutrientes y espacio.
4) Desactivacion de las enzimas de los patdgenos.

) Tolerancia al estrés por parte de la planta, al ayudar al desarrollo del sistema
radical.
6) Solubilizacién y absorcion de nutrientes organicos.

7) Resistencia inducida.

De éstos, los primeros cuatro mecanismos mencionados tienen accion
hongo-fitopatogeno, los otros son indirectos, ya que su accién es elicitar o

impulsar mecanismos de defensa fisioldgicos y bioquimicos de la planta.
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Al respecto, Grondona et al (1995) senalan que los agentes de control bioldgico,
entre ellos Trichoderma, pueden actuar a través de diferentes mecanismos, siendo

los mas comunes los descritos a continuacion:

Competicidn: Se entiende por competicion el desigual comportamiento de dos o
mas organismos ante un mismo requerimiento, cuando la utilizacibn de éste
por uno de ellos reduce la cantidad disponible para los demas. La competicidon por
exclusion es un buen mecanismo de control bioldgico, siendo la mas comun por

nutrientes, oxigeno, espacio fisico y luz.

Antibiosis: Se define como la inhibiciébn del crecimiento de un microorganismo por

sustancias producidas y liberadas por otro microorganismo.

Parasitismo: E| parasitismo consiste en la utilizacion del patégeno como alimento
por su antagonista. Generalmente, se ven implicadas enzimas extracelulares. La
forma mas comun es el micoparasitismo, en el que el patégeno es un hongo. Las
enzimas mas frecuentes que participan en el micoparasitismo son quitinasas,
celulasas, beta-1,3-glucanasas y proteasas que lisan la pared de las hifas,
conidios y esclerocios, al ser atraidas por medio de lectinas producidas por el

propio patdgeno, ayudando a la penetracién dentro del hongo hospedador.

Se ha senalado en Biocontrol ( 2004 ), que el proceso micoparasitico incluye las
siguientes etapas:

- Crecimiento quimiotrépico de Trichoderma.

- Reconocimiento superficial del huésped.

- Secrecion de enzimas.

- Penetracion de las hifas.

- Lisis del huésped.
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Igualmente, acotan Grondona et al (1995), que Trichoderma es el hongo que con

mayor frecuencia se viene utilizando como agente de control biolégico.

Es un hongo anamorfico, que posee una serie de caracteristicas que lo hacen
especialmente interesante para este tipo de actividad: es ubicuo, facil de aislar y
cultivar, produce una gran cantidad de esporas, crece rapidamente en muchos
sustratos, no afecta a las plantas y animales, actia como micoparasito, compite bien
por el alimento y por el espacio, produce antibiéticos y tiene una amplia gama

de patdgenos susceptibles de ser controlados.

Por otra parte, sefalan los autores, que un aislamiento del hongo tendra una
capacidad antagonista concreta y que su eficacia frente a un determinado

patdgeno dependera del patosistema y de las condiciones en que se aplique.

Rojas (2000) reseia que se ha demostrado que Trichoderma actua contra un
amplio rango de hongos fitopatdgenos transmitidos por suelo y aire. El hongo ha
sido usado en el campo e invernadero contra pudriciones en un amplio rango de
especies, causadas por Fusarium, Rhizoctonia y Pythium, y patégenos formadores

de esclerocios como Sclerotinia 'y Sclerotium.

Igualmente acotan en Biocontrol (2004) que el micoparasitismo por Trichoderma
es un proceso complejo que incluye una serie de eventos sucesivos. La primera
sefial de interaccion detectable muestra un crecimiento quimiotropico del hongo en
respuesta a algun estimulo en la hifa del huésped o hacia un gradiente de
quimicos producidos por el mismo. Cuando el micoparasito hace contacto fisico
con su huésped, sus hifas se enrollan alrededor de éste o se le adhieren por
medio de estructuras especializadas. Ademas, se ha demostrado que Ia
interaccion de Trichoderma con su huésped es especifica y que esta controlada

por lectinas presentes en la pared celular de éste.
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Stefanova et al (1999) sefalan que entre los hongos utilizados para el biocontrol
de patégenos fungicos del suelo, varias especies de Trichoderma han sido
merecedoras de una mayor atencion, su actividad resulta en una combinacion de
micoparasitismo y produccion de metabolitos. Indica ademas que el biocontrol
actualmente ocupa un lugar importante dentro de las practicas de manejo de
enfermedades de las plantas causadas por los patégenos fungicos del suelo,
principalmente de los géneros Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium, Phytophthora vy
Fusarium, entre otros, destacando que las especies de Trichoderma poseen
buenas posibilidades en este sentido como hiperparasitos competitivos que
producen metabolitos antifungicos 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.

Harman et al ( 2004 ) sefialan que varios estudios han arrojado que la colonizacion
de las raices por aislamientos de Trichoderma incrementan los niveles de las
enzimas relacionadas con la defensa en las plantas, incluyendo varias

peroxidasas, quitinasas y -1,3 glucanasas.

De La Cruz et al ( 1992 ) sefalan que algunas especies de Trichoderma han sido
descritas como agentes de control biolégico de hongos fitopatdogenos. La
degradacién 'y consecuente asimilacion del hongo fitopatégeno, Ilamado
micoparasitismo, ha sido propuesto como el mejor mecanismo mediante el cual
Trichoderma desarrolla su actividad antagonista. Igualmente explican los autores,
que se ha encontrado un gran numero de aislamientos de este hongo, que
excretan enzimas hidroliticas, tales como quitinasas, proteasas y B-glucanasas en
el medio que crecen, en presencia de laminarina, quitina, o paredes celulares del

hongo fitopatégeno.

Estas observaciones, teniendo presente a la quitina y glucanos como

componentes estructurales de las paredes celulares de los hongos, sugieren que
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las hidrolasas producidas por Trichoderma se encuentran involucradas en la actividad

micoparasitica.

» (Como trabaja el Trichoderma harzianum?

af a® Trichoderma sp:

' e\ - Invasion del espacio del
suelo ocupado por
Patégenos.

- Desarrollo de toxinas que
atacan los Patégenos.

- Invasion 'y destruccion de
. formas de resistencia de
" parasitos(Sclerotium).

PATOGENOS:
Sclerotium, Phytophthora,
Alternaria, Pythium,
Fusarium, Rhizoctonia

Figura 2.- Mecanismo de Accion de Trichoderma harzianum

Fuente: Rojas ( 2000 )

3.3.2.2.- Formulaciones

En Biocontrol (2004) se sefiala que los preparados a base de este hongo se
pueden presentar tanto en formulacion liquida, como en sdlida, conteniendo en
cualquiera de los casos, un minimo de 1.0 x 10" UFC ( unidades formadoras de

colonias ) por gramo de peso seco o por mililitro de producto.

Indica Fernandez- Larrea ( 2001), que en Cuba se produce artesanalmente
Trichoderma en presentacion sodlida, liquida estatica y bifasico ( liquido —sdlido ). La
concentracion de conidios en la presentacion liquida es de 2 a 3 x 10® conidios/ml

y en la presentacion sélida del hongo de 2 a 3 x 10° conidios/g.
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Por otra parte, diferentes empresas productoras de controladores biologicos, tales
como SEHUSA (2005), presentan productos a base de Trichoderma. Tal es el
caso de BIOCOP-T®, el cual es un biofungicida liquido, a base de T. harzianum,
con una composicion de un minimo de 4 x 10° de esporas viables/ml de producto,
empleado para la prevencion y control de una amplia gama de enfermedades radicales

como damping-off ( Pythium, Rhizoctonia, Fusarium, Sclerotium ).

En el caso de Venezuela, Agrobica ( 2005 ) posee en el mercado el producto
Tricobiol®, el cual es un fungicida bioldgico, presentado con una formulacién en
polvo mojable, concentrada y totalmente soluble en agua, para facilitar su

aplicacion con cualquier equipo.
Las dosis de aplicacién recomendadas del producto son las siguientes:
Semilleros: 1 envase/ 500 m? o un envase por cada 2 sacos de sustrato

(bandejas).

Semillas de ajo y papa: 1 envase/ 200 | de agua; sumergir las semillas por 2 a 5

minutos.

Transplante: 1 envase/200 | de agua para inmersion de raices.
Campo: 1 a 2 envases/ ha después de cada aporque, o cada 21 dias dirigido al pie
de la planta.

Invernaderos: 1 a 2 envases/ 1000 m?, via goteo, cada 20 a 30 dias.

IAB ( 2005 ) presenta DIB-32, un preparado a base de cepas autoctonas
especialmente seleccionadas del hongo T. harzianum. Dicho preparado posee
excelentes cualidades para el control biolégico de algunas enfermedades fungicas

y para la estimulacion natural del crecimiento de plantas jovenes.

Posee ademas excelentes caracteristicas medioambientales, pues tiene toxicidad

nula para animales superiores, es inocuo para artrépodos utiles, abejas vy
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abejorros y no es posible la contaminacion del agua. Actua como agente de
control bioldgico, disminuyendo o eliminando la necesidad de tratar con fungicidas
quimicos, mediante dos mecanismos: antibiosis (por secrecion de sustancias que
actuan contra los hongos patégenos) y micoparasitismo (por alimentarse de

hongos patégenos).

Dicho preparado se puede presentar tanto en formulacion liquida, como en sdlida,
conteniendo en cualquier caso un minimo de 1.0 x 10’ UFC (unidades formadoras

de colonias) por gramo de peso seco o por mililitro de producto.
3.3.2.3.- Ventajas del Control Biolégico con el Uso de Trichoderma
IAB ( 2005 ) sefala, entre dichas ventajas, las siguientes:

e Protege las raices de enfermedades causadas por Pythium, Rhizoctonia y
Fusarium, ademas permite el crecimiento de raices mas fuertes y por lo

tanto, sistemas radicales mas sanos.

e Aumenta la capacidad de captura de nutrientes y de humedad, asi como
mejora de rendimientos en condiciones de estrés hidrico.

e No requiere equipamiento especial para su aplicacion.

e Compatible con inoculantes de leguminosas y posibilidad de aplicar a
semillas que han sufrido un tratamiento con fungicida quimico.

e Disminuye y en algunos casos elimina la necesidad de tratar con fungicidas
quimicos, reduciendo los costos, asi como el uso de fertilizantes, pues las

plantas tienen mas raices y los utilizan mejor.
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3.3.2.4.- Experiencias de Control de hongos de los géneros Fusarium y

Sclerotium con el Uso de T. harzianum Rifai.

Acevedo (1992) senala que a fin de conocer la biologia del hongo Sclerotium
cepivorum, evaluar la efectividad de Trichoderma sp. como agente de control
biolégico y establecer una metodologia para la produccién de semilla libre de
patdgenos por cultivo de tejidos, se evalud la variabilidad morfofisiopatolégica de tres
aislamientos del patdgeno bajo condiciones diferentes de temperatura, pH, luz
y en pruebas de patogenicidad, encontrandose que el hongo se desarrolla entre 5
y 28°C, con optimo de 20 a 25°C; a pH entre 2 y 9, con éptimo de 5 a 8, resultando
ademas patogénicos los tres aislamientos, con diferentes grados de agresividad y

virulencia.

Indican el autor que la efectividad de Trichoderma sp. como agente de control
bioldgico fue evaluada en pruebas in vitro, macetas y campo, determinandose que
el aislamiento de Trichoderma sp. proveniente de EI Cobre, estado Tachira,
presentd caracteristicas de antagonista al competir y parasitar micelio vy
esclerocios de S. cepivorum in vitro. Ademas, el antagonista redujo el porcentaje
de infeccion de la enfermedad en macetas cuando se aplicd incorporado a la
semilla al momento de la siembra, y en el campo logré el menor porcentaje de
incidencia de la enfermedad y el mayor rendimiento en la cosecha, en

comparacion a diferentes productos quimicos y al testigo.

Ruocco et al ( 2004 ) sefialan que las diferentes especies de Fusarium son
patégenos de muchos cultivos de importancia agricola, produciendo algunas de
ellas micotoxinas. En el caso particular de este estudio, se trabajé con
F. proliferatum, el cual contamina los cereales con la toxina beauvaricina y genera
graves problemas de salud tanto en animales y humanos por la ingesta de los

mismos.
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Pruebas in vitro demostraron que la actividad antagonica y micoparasitica de
Trichoderma no es inhibida por la presencia de la toxina a concentraciones
mayores de 10 ppm en el sustrato. El biocontrol in vivo tanto en avena como en
frijol arroj6 que Trichoderma es capaz de controlar el patégeno bien sea que

produzca la toxina o no.

Por otra parte, Benitez ( 2005 ) indica que, en Espafia, las infecciones producidas
por los hongos, vienen siendo uno de los mas graves problemas de los
agricultores andaluces tanto por su capacidad destructiva como por su aparicion
inesperada en cualquier fase del cultivo. Solucionar el problema mediante el uso
de pesticidas altamente téxicos y contaminantes, como se ha hecho hasta ahora,

parecia ser el unico recurso.

Igualmente senala la autora que un equipo de investigadores de la Universidad de
Sevilla ha conseguido, hasta el momento en condiciones de laboratorio,
contrarrestar el dafio de los hongos utilizando precisamente uno de ellos en la
obtencion por manipulacion genética de una planta de tomate capaz de
destruirlos. El parasito utilizado ha sido el hongo Trichoderma, el cual presenta
una alta capacidad de agresién a otros hongos. Los investigadores sevillanos han
identificado media docena de enzimas del hongo y han aislado los genes que las
producen. Posteriormente, han introducido esos genes de Trichoderma en los
cromosomas de la planta del tomate, de forma que dichos tomates transgénicos
puedan producir por si mismos las enzimas atacantes y destruir los hongos
parasitos de su entorno. Ademas de tomates, los cientificos han logrado plantas

de tabaco y de meldn transformadas por el mismo sistema.

Prosigue la autora enfatizando que las hortalizas en general, son muy receptivas a
la hora de incorporar genes ajenos, lo que permite abre las posibilidades de
aplicar esta técnica a muchos otros tipos de cultivo. Las plantas transgénicas han
mostrado su efecto en condiciones de laboratorio. Queda ahora ponerlas a prueba

en invernaderos, para lo cual los laboratorios sevillanos han empezado a colaborar
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con un grupo italiano que dispone de instalaciones adecuadas para ello. Los
genes de Trichoderma que producen las enzimas atacantes tienen un bajo grado
de actividad. Los cientificos han sustituido sus segmentos adyacentes normales
por otros que les hacen activarse con fuerza. Estos genes hibridos artificiales se
han reintroducido en el hongo para generar cepas transgénicas de Trichoderma

que segregan cantidades de enzimas 200 veces superiores a lo normal.

Diaz-Polanco y Castro (1977) sefalan que ya desde los afios cincuenta era
conocido que hongos de los geéneros Penicillium y Trichoderma actuan como

invasores de esclerocios de S. rolfsii.

Acotan ademas los autores que otros trabajos han indicado que el uso de diversos
hongos y bacterias pueden constituir medidas efectivas de control biolégico de S.
rolfsii en diversos hospederos; fendomenos similares han sido utilizados con cierto
éxito en el control de otros patégenos, como por ejemplo Fusarium roseum y F.

moniliforme.

Rodriguez y Acevedo (1991), indican que de aislamientos de Trichoderma spp.
tolerantes a las dosis de 500, 500 y 100 ug ia/ml de los fungicidas Iprodione,
Vinclozolin y Triadimefén, respectivamente, se hicieron crecer conidios y discos de
micelio en medio PDA que contenia las dosis de 0, 2.000, 5.000, 10.000, 20.000 y
25.000 pg ia/ml de los fungicidas mencionados, con la finalidad de inducir la
tolerancia a los mismos, y ser utilizados en un futuro para realizar un control
integrado de la pudricién blanca del ajo (Sclerotium cepivorum Berk). ElI material
fue incubado por 30 dias en luz continua y a 25 °C. En cada caso se evalu6 color
de las colonias, tipo de crecimiento, presencia o ausencia de esporulacion y

crecimiento micelial (cm/d), con respecto al Trichoderma original.

Los resultados indican que lIprodione permitid el crecimiento micelial, germinacion
de conidios y esporulacién en las dosis de 2.000 y 5.000 ug ia/ml. Con Vinclozolin

el crecimiento micelial se presenté en las dosis de 2.000, 5.000, 10.000 y 20.000 y
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la esporulacion a dosis de 2.000 y 5.000 pg ia/ml. Con Triadimefén el crecimiento
micelial ocurrié en las dosis de 2.000, 5.000 y 10.000 y la esporulacion en la dosis
de 2.000 pg ia/ml. Todos los aislamientos tolerantes a los fungicidas presentaron
cambios en el color, aspecto, crecimiento y esporulacion con respecto al
Trichoderma original, y se desarrollaron en medios con fungicida después de ser
repicados en 3 oportunidades en medio sin fungicida, lo que demuestra que la

caracteristica de tolerancia es estable, considerandose una adaptacion genética.

Gajardo y Pérez ( 1999 ) realizaron un ensayo en el cual se inocularon semillas de
frijol variedad Tortola INIA con esclerocios de S. rolfsii. Las semillas habian sido
recubiertas con formulaciones que contenian diferentes concentraciones de
conidias de T. harzianum cepa N3. Se analizé la germinaciéon y desarrollo de las
plantulas hasta los 7 dias, y presencia de sintomas de infeccion. La formulacién
que contenia 10° conidios/ml resultd ser la oOptima para obtener un 100% de

germinacion y un desarrollo normal de las plantulas de frijol sin inocular.

Acotan los autores que esta misma formulacion permitié controlar el desarrollo de
Fusarium endbégeno, como también el de S. rolfsi usado como indculo. Los
investigadores concluyeron que el recubrimiento de semillas de frijol con
formulaciones que contienen la cepa N3 permiten controlar a Fusarium y S. rolfsii

sin alterar parametros fisiolégicos como germinacion y desarrollo de las plantulas.

Coventry et al ( 2006 ) realizaron una investigacion conducente a controlar la
enfermedad conocida como pudricion blanca de la cebolla, la cual es ocasionada
por el hongo Sclerotium cepivorum, con el uso de Trichoderma viride bajo
condiciones de invernadero. En los ensayos realizados, encontraron que la
viabilidad de los esclerocios fue significativamente reducida con el tratamiento del

suelo con cebolla triturada y T. viride en comparacion con los tratamientos testigo.
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Sivan y Chet (1986 ) reportan que el aislamiento de T. harzianum denominado
T-35, el cual fue aislado de la rizésfera de plantas de algodén sembradas en un
suelo infestado con Fusarium ha sido empleado como biocontrolador. En
condiciones de invernadero, el antagonista fue aplicado al suelo bajo la forma de
suspensién de conidios. Cuando T. harzianum fue probado para el control de F.
oxysporum f. sp. vasinfectum, F. oxysporum f. sp. melonis y F. roseum
'Culmorum’, se obtuvo una reduccion significativa de los patégenos en algodén,
meldn y avena, respectivamente. El efecto protector de T. harzianum contra la
marchitez por Fusarium en algodon fue evaluada en ciclos sucesivos del cultivo. El
antagonista persistié en el suelo por tres ciclos sucesivos, reduciendo la incidencia
del patdégeno. Tanto en algodon como en melon, T. harzianum controld Ia

marchitez por Fusarium.

3.3.2.5.- Experiencias de Control de otros hongos patégenos con el Uso de T.

harzianum Rifai.

Lobo de Souza (2000) sefiala que recientemente, se ha destacado el uso de
Trichoderma stromaticum para el control de escoba de bruja, causada por Crinipellis

perniciosa en cacao.

Esterio et al (1998) llevaron a cabo una investigacién cuyo objetivo principal fue
determinar in vitro la compatibilidad de Tricodex 25% WP con nueve fungicidas
habitualmente utilizados en vides en Chile. Los fungicidas utilizados en este
estudio fueron: Azufre mojable, Azufre polvo, Captan, DF-100; Folpet, Iprodione y
Pyrimethanil (fungicidas de contacto) y Triadimefén y Benomil fungicidas
sistémicos. Con este fin se utilizaron dos metodologias: método de Leroux & Gredt (%
de inhibicion de la germinacion de conidios), e inhibicion del desarrollo del

micelio.
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En el primer caso los distintos fungicidas fueron incorporados al medio de cultivo
Agar-Glucosa (AG) en concentraciones crecientes de 25 a 1000 ppm de
ingrediente activo, colocandose una suspension de 200.000 conidias/ml de T.
harzianum. En el método de crecimiento del micelio, las concentraciones de los
fungicidas fluctuaron entre 25 y 1000 ppm, disponiéndose en forma invertida sobre
placas de Petri con las distintas concentraciones fungicidas discos de Papa
Dextrosa Agar (PDA) con micelio activo de T. harzianum cepa T39. Por cada
concentracion fungicida se consideraron 4 repeticiones, cada una de estas

conformada por una placa de Petri.

Acotan los autores que en el estudio se determinaron las concentraciones
minimas efectivas capaces de eliminar al 10%, 50% y 90% de los propagulos de
Trichoderma. Los resultados indican que DF-100 (fungicida organico) al igual que
los fungicidas de contacto Captan, Folpet y Pyrimethanil permiten en mayor
medida el crecimiento del micelio, aunque este ultimo también permite una mayor
germinacion. El fungicida Iprodione al igual que el Benomil, permiti6 en mayor
medida la germinacién de conidios. Tanto el Triadimefon como el azufre en sus
dos formulaciones no presentaron efecto adverso alguno a las concentraciones

comercialmente utilizadas.

En otro estudio realizado por Esterio et al ( 1998 ), se evalué la compatibilidad y
viabilidad in vivo entre Trichoderma harzianum cepa T39 y una serie de fungicidas de
uso habitual en vides en Chile, realizando un ensayo de campo y laboratorio
compuesto por series de tratamientos: Aplicacion exclusiva de Trichodex (T¢), o de
los fungicidas en estudio (T;) (azufre mojable; azufre polvo; Triadimefon; Benomill;
Captan; DF-100; Folpan; Iprodione y Pyrimethanil); aplicacién de Trichodex 1° y 96
horas después, los distintos fungicidas (T3); y fungicidas 1° y 96 horas después
Trichodex (T4), y un testigo absoluto (Ts). Se colectaron 25 bayas desde 3 plantas
por tratamiento en cinco épocas: antes e inmediatamente después de las

aplicaciones, y 72,168 y 264 horas post 1° aplicacion, inoculandose
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posteriormente en seco con conidias de Botrytis resistentes a 50 ppm de Benomil,

e incubadas a 20°C y alta humedad por 15 dias.

En evaluaciones periddicas se determiné el efecto de control en los distintos
tratamientos. En orden decreciente el grado de compatibilidad obtenido in vivo
entre Trichodex y los distintos fungicidas fue el siguiente: DF-100; Pyrimethanil;
Folpan Captan; Iprodione y Benomil. Ademas, se determind que el Benomil,
Iprodione y Pyrimethanil, presentaron una mayor compatibilidad al ser aplicados
antes que el controlador bioldgico; en cambio DF-100, Captan y Folpan son mas
compatibles al ser aplicados después de éste. El Triadimefon y azufre en sus dos

formulaciones resultaron ser inocuos para esta cepa de T. harzianum.

Cilliers et al ( 2003 ) sefiala que en condiciones in vitro, empleando medios
contentivos de Carbendazin y Flusilazole, se imposibilitd el crecimiento de

aislamientos de S. rolfsii,

Por otra parte, sefalan Ezziyyani et al (2004) que las especies del género
Trichoderma son los antagonistas mas utilizados para el control de enfermedades
de plantas producidas por hongos, debido a su ubicuidad, a su facilidad para ser
aisladas y cultivadas, a su crecimiento rapido en un gran numero de sustratos y a

gue no atacan a plantas superiores.

Dadas estas ventajas, los autores realizaron un trabajo a fin de analizar el uso de
T. harzianum como agente antagonista de Phytophthora capsici, para reducir la
marchitez causada por este patdégeno en plantas de pimiento (Capsicum annum
L.) var. California Wonder, incrementar los niveles de enzimas hidroliticas
producidas por T. harzianum 'y conseguir biopreparados mas eficaces. Se llevo a
cabo una serie de ensayos, tanto in vitro como in vivo, ademas del tratamiento de

semillas con una suspensién al 3% de T. harzianum.



41

En el caso de los ensayos in vivo, éstos se realizaron en macetas y en el suelo.
Para el ensayo en macetas, el indculo de T. harzianum utilizado fue preparado en
vermiculita, avena y agua (Avy3), con concentraciones de 5, 10, 15 y 20 g/maceta,
las cuales contenian 15 g del patégeno P. capsici. Se emplearon 10 plantas por
tratamiento. Para los ensayos en suelo, se prepararon hoyos en los que fue
mezclada vermiculita inoculada previamente con el antagonista a razén de 15
g/hoyo, rehaciendo el hoyo donde se colocaron las plantas. Pasados siete dias del
transplante, se removié el suelo a nivel de la rizosfera, formando un circulo
alrededor de la planta, se infectaron las plantas con P. capsici y se cubrié con el

suelo.

Los autores destacan que en las plantulas crecidas en vermiculita a partir de
semillas tratadas con el antagonista, el porcentaje de germinacion, el peso seco y
la longitud de las plantulas fue superior al de las no tratadas, indicando una mayor
absorcion de nutrientes. En macetas, el tratamiento de las plantas con Avy3, dio
un buen resultado en la reduccion de la podredumbre con un 56%, sin embargo,
los resultados de control del patégeno con el antagonista en plantas cultivadas en
suelo, no ha sido tan satisfactorio, encontrandose una reduccion del 22%; el
establecimiento y la reduccién de poblacion de T. harzianum en el suelo puede
deberse a que el antagonista utiliza su energia en la produccion de metabolitos

secundarios mas que en su propia reproduccion.

Trujillo et al (2006) realizaron un trabajo a fin de evaluar la eficiencia biolégica de
T. harzianum (cepa TS3) y el sinergismo entre éste y el extracto acuoso
de humus frente a la incidencia del tizon temprano, causado por Alternaria solani en
papa var. Cal White, en condiciones de produccion. Para ello, condujeron un
ensayo de campo para el cual se definieron cuatro tratamientos: un testigo
estandar, y la aplicacion combinada de T. harzianum 'y extracto acuoso de
humus y de cada uno de ellos por separado como tratamientos alternativos. La
dosis de Trichoderma fue de 3 kg/ha y el extracto acuoso de humus se prepard a

razon de 200 g de humus en 16 litros de agua.
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Como resultado del trabajo, los autores destacan que el antagonista T. harzianum
cepa TS3, en aplicaciones combinadas con extracto acuoso de humus con una
frecuencia semanal, puede alcanzar un nivel de proteccion similar e incluso
superior al alcanzado con los estandares quimicos evaluados frente al ataque del
tizon temprano, confirmando asi sus posibilidades de uso como biorregulador de

tan importante enfermedad.

Abdelzaher (2004) indica que en Egipto, se registrd6 un severo ataque de damping-
off en avena, causado por Pythium diclinum, siendo éste el primer reporte del
patégeno en dicho cultivo, causando lesiones marrones en la base de las plantulas
y decaimiento. Por esta razén, se llevd a cabo un trabajo a fin de evaluar el efecto
de la proteccion de semillas con T. harzianum (MU510). La incorporacion de este
biocontrolador en la cobertura de carboximetilcelulosa aplicada a la semilla para
protegerla, redujo en mas de un 95% el damping-off en la fase de preemergencia,
mientras que en postemergencia el damping-off se previno con la adicion del

hongo biocontrolador al suelo infestado con P. diclinum.

Tomando como referencia las exitosas experiencias realizadas con Trichoderma
harzianum como biocontrolador, se plante6 la realizacion de un estudio cuyo
objetivo fundamental fue evaluar el efecto de la dosis y el momento de aplicacion
de Trichoderma harzianum Rifai sobre el control de Sclerotium rolfsii Sacc. y
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en tomate cv. Rio Grande bajo condiciones
in vivo, con el fin de aportar una fuente de control eficiente y de minimo impacto

ambiental, sobre estos patdgenos de gran importancia agricola.



IV.- MATERIALES Y METODOS

Los ensayos contemplados en este trabajo, se llevaron a cabo tanto en el umbraculo y
laboratorio de la Estacion Experimental EXPERTA de la Facultad de Agronomia —
U.C.V. Maracay como en umbraculo ubicado en la Urb. El Pifal — El Limén y en la
Clinica de Plantas de la Catedra de Fitopatologia — Dpto. de Botanica Agricola de la

Facultad de Agronomia — U.C.V. Maracay.

4.1.- Material Vegetal

Se emplearon 160 plantas de tomate (Lycopersicon esculentum L. ) cv. Rio Grande, el
cual es susceptible tanto a Sclerotium rolfsii como a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici y es ampliamente cultivado en el Edo. Aragua y el pais para consumo fresco

y uso agroindustrial.

Se dispusieron 80 de estas plantas para ser inoculadas con cada uno de los patdégenos
bajo estudio, siendo 20 de ellas empleadas como testigo para cada tratamiento, un
testigo inoculado sin aplicacién del biocontrolador y un testigo sin inocular. A las 60
plantas restantes se les aplicaron los tratamientos correspondientes. Los tratamientos

aplicados se muestran en el Cuadro 1.

43
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Cuadro 1.- Tratamientos de Trichoderma harzianum a aplicar a las plantas
inoculadas con los patégenos bajo estudio.

Dosis de Transplante Semanal
Trichoderma Tratamiento
harzianum
T, (STS10%) v v
1x 10* UFC/gramo. [T, (ST10?) v X
T5(STS10% v v
1x10° UFC/gramo. [T (ST10") v X
T5(STS10°%) v v
1x 10° UFC/gramo. [T, (ST10%) v
Testigo 1 T, (TI) X
Testigo 2 T (TSI) X

Nota: En semillero, se aplico a las plantas correspondientes la dosis de 1 x 10° UFC/gramo.

Leyenda:
v’ Se aplica
x No se aplica

T,: Testigo inoculado sin aplicacién del biocontrolador

Tg: Testigo sin inocular

Este esquema de tratamientos fue aplicado tanto para Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici como para Sclerotium rolfsii por separado. Un dia después del transplante

se procedio a realizar la inoculacion de cada patégeno.

4.2.- Preparacion del Semillero y Transplante

Se plantaron las semillas en dos bandejas de siembra de 128 celdas cada una

con sustrato esterilizado compuesto por suelo y materia organica.

Se realizé el riego diario de las plantas, aplicando fertirrigacion 2 a 3 veces por

semana.
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Luego de 30 dias se procedio a realizar el transplante de las plantulas en condiciones
de umbraculo, empleando bolsas negras de polietileno de 5 kg con sustrato, como se

ilustra en la Figura 3.

Figura 3.- Transplante de las plantulas.

A.- Cepellén procedente del semillero.

B.- Transplante en bolsas con sustrato.

C.- Sustrato empleado para el transplante.

D, E.- Aspecto de las plantulas recién transplantadas.
F, G.- Plantas ya establecidas.
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4.3.- Procedencia de las Cepas

4.3.1.- Hongos Fitopatégenos

Para la realizacion de los ensayos contemplados en este estudio, se empleé una
cepa de S. rolfsii procedente de ElI Sombrero, Edo. Guarico y una cepa de F.
oxysporum f. sp. lycopersici raza 2 procedente de EI Conde, al sur del Edo.

Aragua.

4.3.2.- Hongo Biocontrolador

El hongo biocontrolador empleado fue Trichoderma harzianum, el cual constituye
el producto comercial Tricobiol® de la empresa Agrobica ubicada en Valencia,
Edo. Carabobo. Este producto es de formulaciéon en polvo mojable, concentrada y

totalmente soluble en agua.

4.4.- Dosificacion de T. harzianum

Se llevaron a cabo ensayos con el fin de determinar la mejor dosis del hongo
Trichoderma harzianum para el control de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici y
de Sclerotium rolfsii en tomate, de acuerdo a las siguientes concentraciones:

C1: Trichoderma harzianum 1 x 10?> UFC/gramo.

C,: Trichoderma harzianum 1 x 10* UFC/gramo.

Cs: Trichoderma harzianum 1 x 10® UFC/gramo.

4.5.- Momento de Aplicacion de T. harzianum

Para determinar la mejor época de aplicacion del hongo biocontrolador, se
aplicaron las diferentes dosis de T. harzianum en suspension, en tres épocas
distintas: en semillero, al transplante y semanalmente, discriminados de acuerdo a

los siguientes tratamientos:
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Cuadro 2.- Dosificacion de Trichoderma harzianum para su aplicacion al
transplante y semanal.

Semanas
Trat | Transp. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 11/ 11/ 11/ 11 11/ 11/ 11/ 11/ 11/ 11/ 11/ 11/ 11
0.3g 0.3g | 0.3g | /0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g
2 11/ - - - - - - - - - - - -
0.3g
3 11/ 11/ 11/ 11 11/ 11/ 11/ 11/ 11/ 11/ 11/ 11/ 11
0.3g 0.3g | 0.3g | /0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g
4 11/ - - - - - - - - - - - -
0.3g
5 11/ 11/ 11/ 11 11/ 11/ 11/ 11/ 11/ 11/ 11/ 11/ 11
0.3g 0.3g | 0.3g | /0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g | 0.3g
6 11/ - - - - - - - - - - - -
0.3g

* 10 plantas por tratamiento, aplicando 100 ml/planta, lo cual da 1 | de agua y 0.3 g de Trichoderma
harzianum.

* Calculado para F. oxysporum f. sp. lycopersici e igualmente para S. rolfsii.

4.5.1.- Semilleros
Cada bandeja contuvo 5 ml de indculo por celda, de manera tal que se prepar6 1
litro de suspensidn para regar ambas bandejas. Por lo tanto, se emplearon 3 litros

de suspension (1 litro por tratamiento ).

4.5.2.- Transplante
Para el transplante, fueron requeridos 3.9 g de Trichoderma para cada uno de los
tratamientos (T4, T, T3 T4, Ts y Ts ), por lo cual se emplearon 5 g de cada una de

las concentraciones.

4.5.3.- Aplicaciones semanales
Para las aplicaciones semanales, fueron requeridos 3.9 g de Trichoderma para
cada uno de los tratamientos (T4, T3 y Ts ), por lo cual se emplearon 5 g de cada

una de las concentraciones.

En la Figura 4 se ilustra el proceso de preparacion y aplicacion del biocontrolador.
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Figura 4.- Preparacion y aplicacion del biocontrolador Trichoderma harzianum.

A.- Gramos de Trichoderma pesados para preparar cada una de las concentraciones.
B.- Colocacion del biocontrolador en los recipientes.

C.- Preparacion de la solucion del biocontrolador.

D.- Camara de Neubauer empleada para medir las concentraciones del biocontrolador.
E, F.- Soluciones de Trichoderma preparadas.

G.- Aplicacién de Trichoderma a las plantas.
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4.6.- Inoculacion de Plantas

4.6.1.- Inoculacion con F. oxysporum f. sp. lycopersici

4.6.1.1.- Preparacion del Inéculo

El in6culo fue preparado tomando aislamientos puros del hongo, cultivados por
siete dias a temperaturas entre 28-30°C en cajas de petri con medio papa
dextrosa agar (PDA). Se agregaron 20 ml de agua destilada esterilizada (ADE) y
con un bisturi estéril se raspd suavemente la superficie de la colonia, a fin de
separar el micelio y los conidios del hongo, esta suspension fue filtrada en gasa
estéril y luego se midi6 en hematocimetro o Camara de Neubauer la concentracion
de conidios en la suspension, ajustandose a una concentracion de 10° conidios/ml

para luego inocular las plantas.

Se prepard 1 litro para inocular 70 plantas, empleando 10 cc para cada una.

4.6.1.2.- Inoculacién

La inoculacion de F. oxysporum f. sp. lycopersici se realizd en la raiz, causando
heridas en la misma mediante la utilizacion de un tubo de vidrio, a fin de facilitar la
penetracion del hongo en la planta y garantizando la entrada del patégeno. Tanto

la inoculacién como la preparacion del indculo se ilustran en la Figura 5.

4.6.2.- Inoculacion con S. rolfsii

En el caso de S. rolfsii, se empled sustrato conteniendo la fuente de indculo,

a razon de 100 esclerocios/kg, como se observa en la Figura 6.
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Figura 5.- Preparacion del inéculo de F. oxysporum f. sp. lycopersici e

inoculacion de plantas.

A, B.- Cepa de F. oxysporum f. sp. lycopersici y preparacion de la soluciéon de inéculo.
C.- Filtrado de la solucién de inéculo.

D.- Camara de Neubauer empleada para medir la concentraciéon de inéculo.

E.- Soluciéon de inéculo preparada.

F.- Realizacion de heridas para inocular las plantas.

G.- Aplicacion del inéculo al sustrato.
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Figura 6.- Inoculacion de plantas con Sclerotium rolfsii.

A, B.- Cepas del patégeno.
C, D.- Colocacion de los esclerocios en la base de las plantas.

4.7.- Disefho de Experimento
El ensayo se llevd a cabo bajo un disefio completamente aleatorizado (D.C.A ) con
submuestreo, con 10 repeticiones por tratamiento aplicado para cada uno de los

patégenos bajo estudio.

4.8.- Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizé con el paquete estadistico Statistix version 8.0. Para el
analisis de varianza, se aplico la prueba de medias de Tukey, a fin de determinar los
mejores tratamientos aplicados. Para aquellas variables que no cumplieron los
supuestos basicos, se procedié a realizar un analisis de varianza via no paramétrica
(Kruskal-Wallis). Se aplicaron ademas las pruebas de correlacion de Spearman y

Pearson para las variables analizadas.
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4.9.- Evaluacion de los Tratamientos Aplicados

Se evalu6 tanto la mejor dosis de Trichoderma harzianum sobre ambos
patdgenos, asi como la época de aplicacion mas adecuada y el tiempo de
proteccion que ofrece el biocontrolador. Para ello se realiz6 un seguimiento del
desarrollo de las plantas de tomate cv. Rio Grande, desde el semillero hasta la

cosecha de los frutos.

Se midieron, al momento de la cosecha, las siguientes variables:
- Altura de la planta (cm )
- Longitud de las raices (cm)
- Peso fresco de raices (g )
- Peso seco de raices (g)
- Peso fresco de parte aérea (g)
- Peso seco de parte aérea (g )
- Rendimiento ( kg )
- Numero de frutos por planta.
- Peso individual del fruto.

- Largo y ancho de cada fruto.

Para la obtencion del peso seco, se colocaron las partes a secar en papel y se
colocaron en estufa a 60°C por 24 horas, como se observa en la Figura 7.

Se evalué ademas el efecto de cada uno de los patégenos sobre las plantas y el
efecto de proteccion de Trichoderma harzianum sobre el crecimiento de las

mismas.

Se realizé la observacion de los sintomas manifestados por las plantas para cada

uno de los tratamientos aplicados.
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Figura 7.- Secado y pesado de las muestras secas de raices y parte aérea.

A.- Estufa.

B.- Pesado en balanza.

C, D.- Vistas generales de las muestras secas de raices y parte aérea,
respectivamente.
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V.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.- Control de F. oxysporum f.sp. lycopersici con la Aplicacion de

T. harzianum
5.1.1.- Efecto de T. harzianum sobre el crecimiento de las plantas.
Una vez efectuadas las evaluaciones respectivas, se realizaron los analisis estadisticos

via no paramétrica de cada una de las variables, aplicando el analisis de varianza de

Kruskal-Wallis con su respectiva prueba de medias ( p = 0.05 ), tal y como se muestra

en el Cuadro 3.

Cuadro 3.- Prueba de Medias del Anadlisis de Varianza de Kruskal-Wallis para las
variables de las plantas de tomate inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos
de aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS);
testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TSI).

Altura de Longitud de Peso Peso Seco Peso Peso Seco

Plantas (cm) | Raices (cm) Fresco de de Raices Fresco Parte Aérea
Raices (g) (9) Parte Aérea (9)
(9)

T,128.50 a | Ts 49.65a Ts 23.54a |Ts; 2.66a Ts 127.52a | Ts 23.27 a
Te 128.00 ab | T4 47.17 a Te 19.47ab | Tg 2.22 a Ts 107.43a |Ts 20.38 ab
T,123.80 ab | Ts 44.32 a T; 1713ab | T; 2.21a T, 9045a | T, 16.99 ab
T1123.50 ab | T, 42.48 a Tg 15.38ab | Ts 1.92 a Ts 90.51a |T; 16.72ab
T5119.00 ab | T; 4150 a T, 15.25ab | Ty 1.82a T, 86.49a |T, 1494 ab
T5109.00 ab | T, 39.09a T, 14.76ab | T, 1.81a T, 8659a |T,1345 b
T3 106.70 ab | T; 36.44 a T, 14.10ab | T41.77 a T, 76.03a |Tg13.32 b
T;105.50 b | Ts 35.60a T, 10.58 b | T,1.67 a T, 6193a |[T;13.14 b

*Las letras iguales significan que no existen diferencias significativas entre tratamientos. a.= 0.05

T,: STS102 Ts: STS10°
T,: ST10? Te: ST10°
T;: STS104 T Tl

T,: ST10* Ts: TSI
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Se realizé también un analisis de correlacion entre las variables evaluadas aplicando la

prueba de correlacion de Pearson.
Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

En relacion a la variable altura de plantas (cm), se observa en la Figura 8 que
al momento de la cosecha la misma presentdé el mayor valor con el tratamiento 2
(1 x 10> UFC/g de T. harzianum aplicada en semillero y al momento del
transplante), mientras que la menor altura fue registrada en el tratamiento 7
correspondiente al testigo inoculado. Entre el resto de los tratamientos no hubo

diferencias significativas ( p > 0.05).

Este efecto de T. harzianum ha sido observado por otros investigadores, tales como
Gonzdlez-Salgado et al (1999) quienes encontraron que T. harzianum
influy6 significativamente sobre el incremento de la masa fresca, la altura y el

diametro del tallo en plantas de tomate.

Los autores plantean que tal efecto puede atribuirse al control realizado por este
tipo de microorganismos sobre algunos patégenos, a la produccion de metabolitos
estimuladores del crecimiento vegetativo por parte de éstos, o la accidn

simultanea de ambos factores.

En cuanto a la correlacion entre la altura de plantas con las demas variables
evaluadas, se encontré una correlacion positiva de ésta con el peso fresco de la
parte aérea, el peso seco de la parte aérea y el peso fresco de la raiz. Dicha
correlacion resulta logica, dado que una mayor superficie radical contribuye a
que la planta lleve a cabo una adecuada absorcion de agua y nutrientes,
cumpliendo el proceso fotosintético y desarrollando mayor parte aérea y por ende

la altura de la planta.
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Se observa ademas que la aplicacion de T. harzianum, desde muy bajas dosis, propicia

un notable desarrollo de la parte aérea, tomando importancia la aplicacion

140+

tanto en semillero como al momento del transplante y semanalmente.
128,5

128
123,5 123,8 119
120
109 105,5 106,7
100
80
60
40+
20+
T T T T T T T [

T1(STS10%) T (ST10%) T3 (STS10%) T4 (ST10*) Ts(STS10°) Te(ST10°) T, (TI) Ts(TSI)

Tratamientos

Figura 8.- Altura promedio (cm) de plantas de tomate ( Lycopersicon esculentum ) cv.
Rio Grande inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con
Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y
transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo
sin inocular (TSI).

Al realizar el seguimiento de esta variable en el tiempo, se observd que las
diferencias entre los tratamientos aplicados fueron apreciables a partir del cuarto
mes después del transplante, donde ya las plantas habian alcanzado un
considerable desarrollo. En la Figura 9 se aprecia la evolucién de la altura de las
plantas para cada tratamiento, evaluada desde el inicio del ensayo hasta la

cosecha.
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Figura 9.- Altura promedio (cm) en el tiempo de plantas de tomate ( Lycopersicon
esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacion:
semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado
(TI); testigo sin inocular (TSI).

En cuanto a la variable longitud de raices (cm), tal y como se aprecia en la Figura 10,
se observa que la mayor longitud se alcanzé con el tratamiento 5 ( 1 x 10°
UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero, transplante y semanal ), seguido
del tratamiento 1 ( 1 x 10> UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero,
transplante y semanal ) y el tratamiento 6 ( 1 x 10° UFC/g de T. harzianum
aplicado en semillero y transplante ), sin embargo, no hubo diferencias
significativas entre todos los tratamientos aplicados ( p > 0.05 ), como se observa

en la Figura 11.

—e—T4(STS10%)
T; (STS10%)

—¥—T; (STS10°)
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Figura 10.- Longitud promedio de raices (cm) de plantas de tomate
( Lycopersicon esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacidon: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo sin
inocular (TSI).

Figura 11.- Raices desarrolladas con la aplicacion de T. harzianum.

A.- 1 x 10° UFC/g aplicada en semillero, transplante y semanal.
B.- 1 x10* UFC/g aplicada en semillero y transplante.
Noétese que la longitud es muy similar en ambos tratamientos.
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Respecto a la correlacion entre esta variable y las demas variables evaluadas, se
obtuvo una correlacién positiva entre la longitud de raices y el numero de frutos
por planta; ya que la planta al contar con una mayor superficie radical es capaz
de realizar una absorcion mas efectiva de agua y nutrientes, lo que mejora su
crecimiento vegetativo y una vez alcanzada la fase reproductiva, tanto la floracion

como el llenado del fruto ocurre de manera mas eficiente.

En cuanto a la variable peso fresco de raices (g), el mayor peso se obtuvo con el
tratamiento 5 (1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero, transplante y
semanal ), mientras que el menor peso se observd en el tratamiento 7 ( testigos
inoculados ), presentando ambos tratamientos diferencias (p < 0.05 ) significativas

respecto al resto, tal y como se aprecia en la Figura 12.

25+

20

15+

10—

Peso Fresco Promedio de Raices (g)

-

o-  T1(STS10%) T2 (ST10°) T3 (STS10%) T4 (ST10*) Ts(STS10°) Te(ST10°) T, (TI) Ts(TSI)
Tratamientos

Figura 12.- Peso fresco promedio de raices (g) de plantas de tomate
( Lycopersicon esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo sin
inocular (TSI).



Peso Seco Promedio de Raices (g)

En lo que se refiere a la correlacién del peso fresco de raices con las demas variables
evaluadas, dicha correlacion fue positiva con el numero de frutos y Ila

altura de la planta.

En relacién al peso seco de raices (g), a pesar de no encontrase diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados ( p > 0.05 ), el mayor valor de peso
seco fue alcanzado en las plantas del tratamiento 5 (1 x 10° UFC/g de T.
harzianum  aplicado en semillero, transplante y semanal ), seguido de los
tratamientos 6 (1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero y
transplante ) y 3 (1 x 10* UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero,

transplante y semanal ), tal y como se aprecia en la Figura 13.

2,5+
2,21

T1(STS10%) T, (ST10%) T3 (STS10%) T, (ST10%) Ts5(STS10°) Te(ST10%) T, (TI) Ts(TSI)

Tratamientos

Figura 13.- Peso seco promedio de raices (g) de plantas de tomate
( Lycopersicon esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo sin
inocular (TSI).

60



Peso Fresco Promedio de la Parte Aérea (g)

61

Respecto al efecto de los biocontroladores sobre el crecimiento radical,
Hysek et al (2002) indican que T. harzianum coloniza raices, incrementa la masa de
raices y protege a las plantas manteniéndolas sanas con la consecuente

obtencion de buenos rendimientos.

La variable peso fresco de la parte aérea (g) mostr6 su maximo valor, tal y como
se aprecia en la Figura 14, con el tratamiento 5 ( 1 x 10° UFC/g de T. harzianum
aplicado en semillero, transplante y semanal ), no encontrandose diferencias
estadisticamente significativas (p >0.05) entre éste y el resto de los tratamientos

aplicados.
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Tratamientos

Figura 14.- Peso fresco promedio de la parte aérea (g) de plantas de tomate
( Lycopersicon esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo sin
inocular (TSI).
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El peso fresco de la parte aérea presentd correlacion positiva tanto con la altura de

plantas como con el numero de frutos.

La variable peso seco de la parte aérea (g) expresé su maximo valor con el
tratamiento 5 ( 1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero, transplante y
semanal ), el cual presento diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) con los
tratamientos 1 (’Ix1O2 UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero, transplante y

semanal), 7 ( testigo inoculado ) y 8 ( testigo sin inocular ).

Es importante destacar que los tratamientos 5y 6 (1 x 10° UFC/g de T. harzianum
aplicado en semillero y transplante ), propician el desarrollo de biomasa en las plantas

tratadas, como se muestra en la Figura 15.
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Figura 15.- Peso seco promedio de la parte aérea (g) de plantas de tomate
( Lycopersicon esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes
dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero,
transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TSI).
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Estos resultados coinciden con lo sefalado por Kleifeld et al (1983), quienes
explican que T. harzianum promueve el crecimiento en meldn, tomate, pimentén y
leguminosas en ausencia de patégenos. De hecho, los autores observaron que las
semillas tratadas con el biocontrolador germinan entre 2 a 7 dias antes que las no
tratadas. Igualmente se ha encontrado que la aplicacién de T. harzianum en estas
plantas ha aumentado en un 40% la produccion de materia seca y ha hecho que

la floracion ocurra antes que en las plantas control.

Igualmente, Gonzalez-Cardenas et al (2004) indican que para el control de
Fusarium solani en tomate cultivado bajo condiciones de invernadero en suelo
franco-arcilloso, empleando dos aislamientos de T. harzianum denominados Thv y
Th291, se encontr6 que a pesar de usarse una alta presidbn de indculo del
patdbgeno, ambos aislamientos de Trichoderma lograron un buen control vy

contribuyeron a estimular un mayor peso seco de las plantas.

En cuanto a la correlacién, la misma resulté positiva entre esta variable y la altura
de plantas. En lo que respecta a las variables relativas a la parte aérea, su
expresion coincide con lo resefiado por Kleifeld y Chet (1992), quienes afirman
que el hongo T. harzianum aplicado al suelo, induce un incremento en la tasa de
emergencia de plantulas, altura de las plantas, area foliar y peso seco; es decir,
que la aplicacién del biocontrolador no solo ofrece un efecto protectivo contra
patdgenos del suelo sino que ademas contribuye a la expresion positiva de las

variables de la planta, tanto en fase vegetativa como reproductiva.

Destaca en el caso particular de este trabajo, que para las variables analizadas, el
tratamiento mas efectivo fue el tratamiento 5 (10° UFC/g de T. harzianum aplicado en
semillero, transplante y semanal), lo cual evidencia que una dosis de este
biocontrolador superior a 10° UFC/g o 10* UFC/g aplicada con mayor frecuencia,
ejerce un mejor control de este patdogeno sistémico, que suele afectar a las plantas

jovenes. Esta ultima caracteristica hace necesaria la proteccion de las plantas
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tanto en semillero como en sus primeros estadios a fin de evitar la muerte de las

plantulas antes de culminar el ciclo del cultivo.

Para las variables del fruto, se tomaron las mediciones efectuadas en la ultima
cosecha, excepto para el numero de frutos y el rendimiento (kg), variables para las
cuales se tomd en consideracion el numero total de frutos obtenidos durante todo
el ensayo. Es necesario destacar que para ésta ultima, no se desarrollaron frutos
aptos en el tratamiento 1 (10> UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero,
transplante y semanal). Las variables fueron analizadas via paramétrica, aplicando
la prueba de medias de Tukey, tal y como se muestra en el Cuadro 4, mientras
que en el Cuadro 5, se muestran los coeficientes de variacién (C.V.) obtenidos
para cada una de estas variables.

Cuadro 4.- Prueba de Medias de Tukey para las variables de los frutos de plantas
de tomate inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con
Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicaciéon: semillero
y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TIl);
testigo sin inocular (TSI).

Ancho de Largo de Peso de Numero de
Frutos (cm) Frutos (cm) Frutos (g) Frutos

Ts 4.31a T, 5.54 a T, 4840a |T; 3.55a

T, 418a T, 5.35a Ts 46.25a | T, 3.47a

T, 412a Ts 5.33 a T; 45.00a | Ts 2.98 ab
Ts 4.08a Te 5.19 a T, 4471a |T; 287 ab
T, 400 a T, 5.08 a Ts 4417a | T, 2.62ab
T; 4.00a T; 5.05a Ts 4091a | Te 2.07 ab
T 3.82a Ts 5.00 a T, 4083a | T, 152 b
L L —— L Ts 1.50 b

*Las letras iguales significan que no existen diferencias significativas entre tratamientos. a. = 0.05

T1: STS10? Ts: STS10°
T,: ST102 Te: ST10°
T,: STS10* T Tl

T4 ST10* Ts: TSI
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Cuadro 5.- Coeficientes de variacidon para las variables de los frutos de plantas de
tomate inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con
Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicaciéon: semillero
y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI);
testigo sin inocular (TSI).

Tratamiento Ancho de Largo de Peso de Numero de

Frutos (cm) Frutos (cm) Frutos (g) Frutos
L e e e 150.70
T, 18.724 17.056 47.232 93.189
T5 16.644 11.585 28.207 88.609
T, 16.335 17.664 39.419 73.146
Ts 10.660 16.158 42.587 109.11
Ts 0.000 12.505 19.808 87.572
T, 15.309 12.285 27.530 88.130
Ts 16.439 10.722 28.134 81.090

T,: STS102 Ts: STS10°

T,: ST10? Te: ST10°
T;: STS104 T Tl
T,: sT10* Ts: TSI

Como se observa, los coeficientes de variacion son relativamente bajos para las
tres primeras variables, las cuales presentaron medidas similares en cada
evaluacién realizada para cada tratamiento, mientras que para el numero de
frutos, los coeficientes de variacion son muy elevados; esto puede deberse al
hecho de que en cada cosecha efectuada, se obtuvo un numero distinto de frutos,
encontrandose incluso cosechas donde no se produjeron frutos para algunos de

los tratamientos evaluados, lo cual, produce un incremento en dichos coeficientes.

Para la variable ancho de fruto (cm), no se observaron diferencias significativas
( p > 0.05 ) entre los tratamientos aplicados, sin embargo, el mayor valor se obtuvo
con el tratamiento 6 (1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero y
transplante ), tal y como se aprecia en la Figura 16. En cada una de las cosechas
efectuadas, se encontraron valores similares de ancho de fruto para cada uno de

los tratamientos evaluados.
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Figura 16.- Ancho promedio de frutos (cm) de plantas de tomate
( Lycopersicon esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TIl); testigo sin
inocular (TSI).

En cuanto a la variable largo de fruto (cm), no se observaron diferencias

significativas entre los tratamientos ( p > 0.05 ), encontrandose los mayores valores

en los frutos del tratamiento 4 (1 x 10* UFC/g de T. harzianum aplicado en

semillero y transplante ), como se observa en la Figura 17.
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Tratamientos

Figura 17.- Largo promedio de frutos (cm) de plantas de tomate
( Lycopersicon esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TIl); testigo sin
inocular (TSI.

En el caso de la variable peso de fruto (g), como se refleja en la Figura 18, se
observo el mayor peso en los frutos correspondientes al tratamiento 4 (1 x 10* UFC/g
de T. harzianum  aplicado en semillero y transplante), no encontrandose
diferencias significativas entre la totalidad de los tratamientos aplicados
(p>0.05).
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T1(STS10%) T2 (ST10%) T3 (STS10%) T4 (ST10%) Ts(STS10°) Te(ST10%) T7(TN) Ts(TSI)

Tratamientos

Figura 18.- Peso promedio de frutos (g) de plantas de tomate ( Lycopersicon
esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y
momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y
semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TSI).

Para la variable nimero de frutos por planta, se observd que el mayor numero
de frutos se obtuvo con el tratamiento 3 (1 x 10* UFC/g de T. harzianum aplicado
en semillero, transplante y semanal), el cual no presentd diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05) con el tratamiento 4 (1 x 10* UFC/g de
T. harzianum aplicado en semillero y transplante), mientras que el menor numero
de frutos se obtuvo con el tratamiento 5 (1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado
en semillero, transplante y semanal), el cual a su vez no presentd diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05) con el tratamiento 1 (1 x 10° UFC/g de T.
harzianum aplicado en semillero, transplante y semanal). Los resultados se

observan en la Figura 19.
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Para las variables del fruto, se observa que T. harzianum ejerce un efecto positivo
sobre todas y cada una de las mismas, tomando en consideracién que,
independientemente de la dosis aplicada, dicho efecto se ve favorecido por la

aplicacion continua del biocontrolador.

T1(STS10%) T2 (ST10%) T3 (STS10%) T4 (ST10%) Ts(STS10°) Te(ST10°) T, (TI) Ts(TSI)

Tratamientos

Figura 19.- Nimero de frutos promedio por planta de tomate ( Lycopersicon
La esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici y tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y
Var  momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y
iab  semanal (STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular (TSI).

le

rendimiento (kg), expres6 su mayor valor con el tratamiento 4 (1 x 10*
UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero y transplante ), seguido del tratamiento
3 (1x 10* UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero, transplante y

semanal ). En este caso, el menor rendimiento fue obtenido con el tratamiento 5
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(1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero, transplante y semanal).

Estos resultados se observan en la Figura 20.

T1(STS10%) T, (ST10%) T3 (STS10%) T, (ST10%) Ts(STS10°) Te(ST10%) T, (TI) Ts(TSI)

Tratamientos

Figura 20.- Rendimiento (kg) de plantas de tomate ( Lycopersicon esculentum )
cv. Rio Grande inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS);
testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TSI).

Herrera (2005) sefala que el aislamiento Th650 de T. harzianum a una
concentracion de 9 x 10° UFC/g, ademas de controlar a los fitopatdgenos
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y Fusarium solani
produjo un efecto positivo sobre el rendimiento y calidad de los frutos asi como un
aumento de la cantidad de materia seca de la parte aérea y radicular de las
plantas. El rendimiento fue de 1.9 kg/planta, siendo los resultados muy similares a

los obtenidos en este trabajo con los tratamientos 1 (1 x 10> UFC/g de T.
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harzianum aplicado en semillero, transplante y semanal ), 2 (1 x 10> UFC/g de T.

harzianum aplicado en semillero y transplante ) y 8 ( testigos sin inocular ).

Los tratamientos 3 (1 x 10* UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero,
transplante y semanal) y 4 (1 x 10* UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero
y transplante) fueron los que presentaron mayores rendimientos, con 2.40 y 2.29

kg/planta, respectivamente.

5.1.2.- Efecto de T. harzianum sobre el control de F. oxysporum f. sp.

lycopersici

En cuanto a la variable mortalidad de plantas (%), se observé que la mortalidad fue
nula para los tratamientos 1 ( 1 x 10> UFC/g de T. harzianum aplicado en
semillero, transplante y semanal ), 3 ( 1 x 10* UFC/g de T. harzianum aplicado en
semillero, transplante y semanal )y 5 ( 1 x 10 UFC/g de T. harzianum aplicado en
semillero, transplante y semanal ), al igual que en el tratamiento 8 (testigos sin

inocular).

En un ensayo realizado por De Cal et al (1995), quienes probaron diferentes
controladores bioldgicos, entre los cuales se encontraba T. harzianum a una
concentracion de 10° UFC/g, se observd que el mismo al ser aplicado en suelo
inoculado con microconidios de F. oxysporum f.sp. lycopersici raza 2, redujo las
poblaciones del patégeno en un 20 a 30%, hasta los 30 dias después de la

inoculacion.

Al contrastar los resultados obtenidos por estos investigadores con los obtenidos
en este trabajo, se evidencia que el efecto protectivo que ejerce T. harzianum se
incrementa a medida que se realizan mayor numero de aplicaciones, lo cual se
manifiesta en una menor mortalidad de las plantas afectadas por los patégenos,

en este caso, F. oxysporum f.sp. lycopersici.



Asi como en este caso la concentraciéon de 1 x 10° UFC/g de T. harzianum resultd
ser una de las mas efectiva para estas variables, Gonzalez-Cardenas et al.
(2005) encontraron que, en el caso del control de F. oxysporum en lechosa, con la
aplicacion de Trichoderma sp. al momento del transplante, no hubo diferencias
significativas entre las dosis de Trichoderma sp. 10*, 10%, 10% y el testigo en todas
las variables de respuesta medidas, debido a que las plantas después de 10 dias
de ser transplantadas murieron debido a la infeccion del hongo Fusarium
oxysporum a la dosis empleada, mostrandose diferencias estadisticamente
significativas con el tratamiento 1 que consistié6 en aplicar Trichoderma sp. 10°,

con el cual las plantas continuaron su desarrollo normalmente.

Sin embargo, se aprecia que el efecto del biocontrolador depende tanto del
patégeno a controlar como del cultivo y la concentracion a la cual se aplique,
puesto que en el caso anterior no fueron efectivas las concentraciones bajas de
T. harzianum 10* , 10° y 10% mientras que en el presente trabajo si; influyendo
ademas la época y frecuencia de aplicacion, lo cual es corroborado por Fang y
Tsao (1995), quienes acotan que para mantener la poblacién de los antagonistas,
se debe llevar a cabo la aplicacién periddica de inéculo fresco de los mismos al

sustrato.

En el caso de los tratamientos 2 (1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado en
semillero y transplante ), 4 (1 x 10* UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero
y transplante ) y 6 (1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero y
transplante ) la mortalidad fue de 10%, siendo la mayor mortalidad la de las
plantas del tratamiento 7 ( testigos inoculados ) con un 70%. Estos resultados son

reflejados en la Figura 21.
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T1(STS10%) T2 (ST10%) T3 (STS10%) T4(ST10%) Ts5(STS10°) Te(ST10%) T, (TI) Ts(TSI)

Tratamientos

Figura 21.- Mortalidad (%) de plantas de tomate ( Lycopersicon esculentum) cv.
Rio Grande inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas
con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacion:
semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo
inoculado (TI); testigo sin inocular (TSI).

Como se aprecia, el hongo T. harzianum, ofrece un efectivo control sobre
F. oxysporum f. sp. lycopersici, con la aplicacion de las tres dosis evaluadas en los

tres momentos de aplicacion: semillero, transplante y semanal.

En contraste con estos resultados, investigadores como Hartman y Fletcher
(1991) realizando pruebas bajo condiciones de invernadero, con diferentes
cultivares de tomate (Alisa Craig, Blizzard, Calypso, Compacto, Counter, Criterium,
entre otros) y aplicando el aislamiento Th2 de T. harzianum a una concentracidon
de 5 x 10° conidios/10 ml para controlar el patégeno F. oxysporum f. sp.

radicis-lycopersici encontraron que a los 130 dias del ensayo, se evidenciaron
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sintomas foliares, mientras que a los 158 dias la totalidad de las plantas se

encontraron muertas.

Es importante destacar que la mayor parte de los ensayos llevados a cabo para
evaluar la efectividad de T. harzianum sobre el control de este patégeno, han sido
realizados con concentraciones de 1 x 10° UFC/g y superiores, ademas de realizar
evaluaciones generalmente por un mes; sin embargo, se ha demostrado en esta
investigacion que el control de F. oxysporum f.sp. lycopersici es posible con

concentraciones inferiores a la sefialada aplicadas en forma periddica.

Otra consideracion importante respecto a Trichoderma, es que este
biocontrolador, una vez introducido en el campo o en la siembra bajo condiciones
controladas, ofrece wuna efectiva proteccion contra patégenos, estimula el
crecimiento y desarrollo de las plantas e incrementa los rendimientos de manera

segura y eficaz.

Respecto a este punto, es interesante sefalar el trabajo realizado por Elad et al.
(1993) donde se probd el producto comercial Trichodex (aislamiento T39 de T.
harzianum ) a razén de 1 x 10'® UFC/g para el control de Botrytis cinerea en meldn
cv. Kasem 292, sembrados en potes bajo condiciones de invernadero,
encontrandose que el control del patégeno con el bioncontrolador no presenta
diferencias significativas con el control ejercido por fungicidas como iprodione o

vinclozolin.

5.1.3.- Concentracion efectiva de T. harzianum, Tiempo de Proteccién y

Momento de Aplicacion mas adecuado

En funcion de los resultados obtenidos, se observd que el control del
marchitamiento vascular causado por el hongo F. oxysporum f. sp.lycopersici con
T. harzianum, es efectivo a partir de la menor concentracion evaluada (1 x 107
UFC/qg).
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Sin embargo, la época de aplicacion mas adecuada, para todas las
concentraciones evaluadas, fue la aplicacién en semillero, transplante y semanal,

lo que garantiza la menor mortalidad de plantas.

Esto coincide con lo observado por Budge y Whipps (1991), quienes trabajando
con cultivos de celery y lechuga bajo condiciones de invernadero, observaron que
luego de wuna semana de incorporar al sustrato el aislamiento HH3 de
T. harzianum a una concentracion de 10’ UFC/cm® los valores de esta
concentracion iban disminuyendo, detectandose niveles de 10* UFC/cm® de
T. harzianum en los sustratos de ambos cultivos 13 meses después de la ultima
incorporacion del biocontrolador, lo cual justifica la aplicacién a ciertos intervalos

de tiempo del producto.

Igualmente, Ahmed et al ( 1999 ) acotan que en ensayos realizados para el
control de Phytophthora capsici con la aplicacion de T. harzianum, se observaron
fluctuaciones en la poblacion del biocontrolador, incluso decrecimiento en la
densidad de poblacion, lo cual se asocia probablemente a la disponibilidad de

nutrientes.

Hysek et al ( 2002 ) explican que se ha demostrado que la viabilidad de los
conidios de T. harzianum en suelos con presencia de fertilizantes tiende a
decrecer con el tiempo. En estudios realizados en diferentes cultivos, entre los que se
encuentran la papa y el maiz, se encontré que para el primer mes, la viabilidad
era de 90%, mientras que ya en el segundo mes era de 50% y finalmente, en el

quinto mes, era de 10%.

En el caso de esta investigacidén, se aplico fertiirrigacion 2 a 3 veces por semana,
sin embargo, la efectividad demostrada por Trichoderma para el control de los
patdgenos bajo estudio se debid, tomando en consideracién lo resefiado por los

autores, a las aplicaciones continuas del biocontrolador.

Todos las concentraciones de T. harzianum utilizadas, en sus diferentes

momentos de aplicacion, ofrecieron una eficiente proteccion a las plantas



inoculadas desde el semillero hasta la cosecha, hasta por mas de cinco meses
después del transplante. Esta particularidad resulta similar a los resultados
obtenidos por Cole y Zvenyika (1988), quienes trabajaron con 16 aislamientos de
T.harzianum, los cuales aplicaron a razon de 10" conidios’kkg a sustrato
parcialmente esterilizado para semilleros de tabaco. De estos aislamientos
destacdé el denominado T77, el cual sobrevivié por espacio de 19 semanas,
proporcionando proteccion al momento de transplantar las plantulas a sustratos
inoculados con diferentes concentraciones del patdégeno, en este caso,

Rhizoctonia solani.

Al observar los resultados de mortalidad (%), en el caso particular del control de F.
oxysporum f. sp.lycopersici con T. harzianum, la dosis mas efectivas fueron las
correspondientes a los tratamientos 4 (1 x 10* UFC/g de T. harzianum aplicado
en semillero y transplante) y 5 (1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado en

semillero, transplante y semanal ).

Sin embargo, es necesario acotar, que en el caso del tratamiento 5 (1 x 10°® UFC/g
de T. harzianum aplicado en semillero, transplante y semanal ) , si bien se evita la
mortalidad de las plantas a lo largo del tiempo y la longitud de raices, asi como los
pesos frescos y secos de parte aérea y raices de las plantas son mayores, la
produccién de frutos por planta es menor, ademas de que muchos frutos se
sobremaduran e incluso llegan a podrirse muy rapido, aun antes de ser

cosechados.
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5.2.- Control de S. rolfsii con la aplicaciéon de T. harzianum

5.2.1.- Efecto de T. harzianum sobre el crecimiento de las plantas.

Una vez efectuadas las evaluaciones respectivas, se realizaron los analisis
estadisticos de cada una de las variables, siendo analizadas las variables altura
de plantas (cm), longitud de raices (cm), peso fresco de la parte aérea (g) y peso fresco
de raices (g) via no paramétrica, aplicando el anadlisis de varianza de
Kruskal-Wallis, por no cumplir con los supuestos basicos del analisis de varianza,
tal y como se muestra en el Cuadro 6. El resto de las variables fueron analizadas
via paramétrica, aplicando la prueba de medias de Tukey, como se observa en el
Cuadro 7, mientras que en el Cuadro 8, se muestran los coeficientes de variaciéon
(C.V.), desde el punto de vista descriptivo, obtenidos para cada una de estas

variables.

Cuadro 6.- Prueba de Medias del Analisis de Varianza de Kruskal-Wallis para las
variables altura (cm), longitud de raices (cm), peso fresco de raices (g) y peso
fresco de la parte aérea (g) de las plantas de tomate inoculadas con Sclerotium
rolfsii y tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS);
testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular (TSI).

Altura de Longitud de Peso Peso
Plantas (cm) | Raices (cm) Fresco de Fresco
Raices (g) | Parte Aérea
(9)

Ts 134.52a T, 47.54 a Ts 20.73a | Ts 119.22 a
T,121.9 ab Ts 43.50 a T,17.63a | Ts 107.66 a
T,118.9 ab Te 41.752a T;1448a | T, 104.98 a
Tz118.1 ab Ts 39.30a Te13.99a | T; 9252 a
T;115.2 ab T, 37.65a Ts12.62a | Ts 78.72 a
Ts114.5 ab T, 34.95a Ti1141a | T, 7645 a
T;106.8 ab T; 35.30 a T,1012a | T; 6145 a
T,102.6 b T, 2945 a T, 910a | T, 58.38 a

*Las letras iguales significan que no existen diferencias significativas entre tratamientos. a. = 0.05

T,: STS10? Ts: STS10°
T,: ST102 Te: ST10°
T;: STS10* T: Tl

T,: ST10* Ts: TSI
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Cuadro 7.- Prueba de Medias de Tukey para las variables peso seco de raices (g),
peso fresco de la parte aérea (g) y peso seco de la parte aérea (g) de las plantas
de tomate inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con Trichoderma
harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicaciéon: semillero y transplante
(ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TIl); testigo sin

inocular (TSI).

*Las letras iguales significan que no existen diferencias significativas entre tratamientos. a.= 0.05

T4
T2
T3
T4

: STS10?
: ST102
- STS10*
: ST104

Peso Seco | Peso Seco
de Raices | Parte Aérea
(9) (9)

Ts 2.59 a Te 21.43 a
T, 1.99ab | Tg 19.91a
T, 1.74ab | T5 18.92 a
Ts; 1.59ab | T, 18.46 a
Te 1.57ab | T; 17.34 ab
T, 1.38 b | T, 16.69 ab
T, 1.34 b | T, 14.25ab
T, 126 b |T; 960 b

Ts: STS10°
Te: ST10°
T,: T

Ts: TSI
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Cuadro 8.- Coeficientes de variaciéon para las variables de plantas de tomate
inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con Trichoderma harzianum en
diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin inocular
(TSI).

Tratamiento Peso Seco Peso Seco Parte
de Raices (g) Aérea (g)
T, 94.281 48.492
T, 43.700 43.289
T; 72.976 36.564
T, 81.985 22.623
Ts 81.650 25.243
Te 94.281 33.107
T, 142.96 74.971
Ts 40.825 17.474

T,: STS102 Ts: STS10°

T,: ST10? Te: ST10°
T;: STS104 T Tl
T,: sT10* Ts: TSI

En este caso particular, se observan altos coeficientes de variacion para el peso
seco de raices en algunos tratamientos; esto puede deberse al hecho de que una
vez que se someten éstas al secado en estufa, pierden humedad y por ende
disminuye su peso, muchas veces de manera drastica, lo cual, produce un

incremento en dichos coeficientes.

Se realizd6 también un analisis de correlacion entre las variables evaluadas

aplicando la prueba de correlacion de Pearson.

En relacion a la variable altura de plantas (cm), tal y como se observa en la
Figura 22, la mayor altura se alcanzé con el tratamiento 6 (1 x 10 UFC/g de T.
harzianum aplicada en semillero y al momento del transplante), mientras que la

menor altura se obtuvo con el tratamiento 1 (1 x 10° UFC/g de T. harzianum
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aplicada en semillero, transplante y semanal ), no existiendo diferencias significativas

entre el resto de los tratamientos ( p > 0.05).

En cuanto al seguimiento de esta variable en el tiempo, se observdé que las
diferencias entre los tratamientos aplicados fueron apreciables a partir del cuarto
mes después del transplante, donde ya las plantas habian alcanzado un
considerable desarrollo. En la Figura 23 se aprecia la evolucién de la altura de las
plantas para cada tratamiento, evaluada desde el inicio del ensayo hasta la

cosecha.
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T1(STS10%) T2 (ST10%) T3 (STS10%) T4 (ST10%) Ts5(STS10°) Te(ST10°) T/ (TI) Ts(TSI)

Tratamientos

Figura 22.- Altura promedio (cm) de plantas de tomate ( Lycopersicon
esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con
Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacion:
semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo
inoculado (TI); testigo sin inocular (TSI).
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Figura 23.- Altura promedio (cm) en el tiempo de plantas de tomate ( Lycopersicon
esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con
Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y
transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo
sin inocular (TSI).

Santander et al ( 2003 ) sefialan que, en un ensayo realizado para observar el
control de Rhizoctonia solani en tomate FIR-593 con la incorporacion de la cepa
650 de T. harzianum, en forma de pellets y a una concentracion de
3.6 x 10° UFC/g en suelo inoculado con el patdgeno, se encontrd que el tamafio
de las plantas se favorecid con la presencia del biocontrolador, lo cual coincide

con los resultados obtenidos.
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La variable longitud de raices (cm) expres6 su maximo valor con el
tratamiento 2 (1 x 10> UFC/g de T. harzianum aplicada en semillero vy
transplante), seguido del tratamiento 8 (testigos sin inocular); no existiendo
diferencias significativas entre todos los tratamientos aplicados ( p > 0.05 ). Los

resultados se aprecian en la Figura 24.

50— 47,54

T1(STS10%) T2 (ST10%) T3 (STS10%) T4 (ST10*) Ts(STS10°) Te(ST10°) T, (TI) Ts(TSI)

Tratamientos

Figura 24.- Longitud promedio de raices (cm) de plantas de tomate
( Lycopersicon esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS);
testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TSI).

La variable peso fresco de raices (g), obtuvo el mayor valor con el tratamiento 8
(testigos sin inocular), mientras que de las plantas inoculadas, el mejor tratamiento
fue el 2 (1 x 102 UFC/g de T. harzianum aplicada en semillero y transplante). El

menor peso fue registrado con el tratamiento 7 (testigos inoculados), como se
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observa en la Figura 25, sin embargo, no se detectaron diferencias significativas

entre tratamientos (p > 0.05).

En cuanto a la correlaciéon de esta variable respecto a las demas, la misma
resultd positiva para el numero de frutos por planta; dado que la existencia de una
mayor superficie radical, aumenta las posibilidades de una exitosa absorcién de
agua y nutrientes y favorece el crecimiento vegetativo, lo que por ende garantiza
una eficiente fase reproductiva de la planta, cumpliéndose la floracion y formacion

del fruto.

25—

20,73

Peso Fresco Promedio de Raices (g)

T1(STS10°) T2 (ST10%) T3 (STS10%) T4 (ST10%) Ts5(STS10°) Te(ST10%) T, (TI) Ts(TSI)

Tratamientos

Figura 25.- Peso fresco promedio de raices (g) de plantas de tomate
( Lycopersicon esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS);
testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TSI).
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La variable peso seco de raices (g) alcanzé su maxima expresion con el
tratamiento 8 (testigos sin inocular), presentando diferencias estadisticamente
significativas (p< 0.05) con los tratamientos 1 (1 x 10° UFC/g de T. harzianum
aplicada en semillero, transplante y semanal), 4 (1 x 10* UFC/g de T. harzianum
aplicada en semillero y transplante) y 7 (testigos inoculados), registrandose el

menor peso en el tratamiento 4, tal y como se observa en la Figura 26.
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Figura 26.- Peso seco promedio de raices (g) de plantas de tomate
( Lycopersicon esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii 'y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS);
testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TSI).

Esta variable presentd correlacion positiva tanto con la altura de plantas como con
el numero de frutos; la cual resulta l6gica, puesto que, una mayor superficie radical
proporciona a la planta un sistema adecuado para en primera instancia, garantizar
la absorcién de agua y nutrientes, y posteriormente, la ocurrencia de los procesos

de crecimiento y desarrollo, desarrollando mayor masa vegetal, incrementando su
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altura y garantizando el llenado del fruto una vez que se ha iniciado la fase

reproductiva.

En cuanto a la variable peso fresco de la parte aérea (g), como se aprecia en la
Figura 27, a pesar de no encontrarse diferencias significativas entre los
tratamientos (p >0.05) el maximo valor se alcanzé con el tratamiento 8 (testigos
sin inocular), mientras que de las plantas inoculadas, los mejores tratamientos
fueron el 6 ( 1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicada en semillero y transplante )y
2 (1 x 10 UFC/g de T. harzianum aplicada en semillero y transplante ). La menor
expresion de esta variable se observo en el tratamiento 1 (1 x 10°> UFC/g de T.

harzianum aplicada en semillero, transplante y semanal).
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Figura 27.- Peso fresco promedio de la parte aérea (g) de plantas de tomate
( Lycopersicon esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS);
testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TSI).
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En relacion a la variable peso seco de la parte aérea (g), los mejores
tratamientos fueron el 6 (1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicada en semillero y
transplante), 8 (testigos sin inocular), 5 (1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicada
en semillero, transplante y semanal) y 4 (1 x 10* UFC/g de T. harzianum aplicada
en semillero y transplante), no encontrandose diferencias estadisticamente
significativas (p > 0.05) entre estos tratamientos, mientras que el menor peso se
obtuvo en el tratamiento 7 (testigos inoculados). Los resultados se aprecian en la

Figura 28.

25—

21,43

T1(STS10°) T2 (ST10%) T3 (STS10%) T4 (ST10%) Ts5(STS10°) Te(ST10%) T, (TI) Ts(TSI)

Tratamientos

Figura 28.- Peso seco promedio de la parte aérea (g) de plantas de tomate
( Lycopersicon esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS);
testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TSI).



Con respecto a las variables de la parte aérea, se observa que las mismas se ven
favorecidas por la aplicacién en semillero y transplante, independientemente de la
dosis aplicada, cobrando importancia la frecuencia de aplicacion del

biocontrolador.

El incremento en la expresion de las variables vegetativas con la aplicacién de
T. harzianum respecto a las plantas no tratadas, coincide con lo resefado por
Riquelme (2005), quien aplicando T. harzianum a una concentracion de 10°
conidios/ml de solucion en plantas de Fragaria chiloensis, mediante inmersion de
raices al momento del transplante y una nueva aplicacion en floracion, observo el
aumento del peso fresco tanto de la lamina foliar como de la corona, raiz primaria
y secundaria. Acota ademas la autora que se incrementd significativamente el

peso seco de lamina, del peciolo y de la raiz principal y secundaria.

Para las variables del fruto, se tom6 la medicion efectuada en la ultima cosecha,
excepto para el numero de frutos y el rendimiento (kg), variables para las cuales
se tomoO en consideracion el numero total de frutos obtenidos durante todo el
ensayo. Es necesario destacar que para esta cosecha, no se desarrollaron frutos
aptos en el tratamiento 6 (10° UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero y
transplante). Las variables fueron analizadas via paramétrica, aplicando la prueba
de medias de Tukey, tal y como se muestra en el Cuadro 9, mientras que los

coeficientes de variacién de dichas variables se presentan en el Cuadro 10.
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Cuadro 9.- Prueba de Medias de Tukey para las variables de los frutos de plantas
de tomate inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con Trichoderma
harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante
(ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (Tl); testigo sin

inocular (TSI).

Ancho de Largo de Peso de Numero de

Frutos (cm) Frutos (cm) Frutos (g9) Frutos
Ts 5.00 a Ts:6.50 a T,6100a | T, 345a
T, 4.80 a T,6.20 a T, 56.00a |Ts 2.67 a
T, 475a T,6.20a T, 53.33a | Ts 2.67 ab
T, 467 a T,567a Ts 50.00a | T; 2.35ab
T, 4.50 a Ts 5.50 a T; 38.33a | Ts 2.35ab
Ts 442 a T;5.00a Ts 3667a | Ty 2.17 ab
T; 4.17 a T,4.00 a T,30.00a |T, 1.97 ab
Tg --—-——-- Te --—-—---- Te --—-—---- T, 0.97 b

*Las letras iguales significan que no existen diferencias significativas entre tratamientos. a.= 0.05

T1: STS10? Ts: STS10°
T,: ST102 Te: ST10°
T,: STS10* T Tl

T4 ST10* Ts: TSI

Cuadro 10.- Coeficientes de variacion para las variables de frutos de tomate de
plantas inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con Trichoderma harzianum
en diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y transplante (ST);
semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI); testigo sin inocular

(TSI).

Tratamiento Ancho de Largo de Peso de Numero de
Frutos (cm) Frutos (cm) Frutos (g) Frutos

T, 11.226 9.1141 35.855 95.928
T, 9.7991 17.495 37.952 100.93
T; 13.184 13.763 15.811 102.69
T, 17.078 15.993 35.392 77.928
Ts 13.333 23.968 42.552 94.416
Ts 22.059 23.864 58.947 93.204
T, 13.333 10.526 28.571 166.66
Tsg 20.779 19.613 37.528 102.08

T4: STS10? Ts: STS10°

T,: ST10? Te: ST10°

Ts: STS10* T Tl

T4: ST10* Ts: TSI
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En este caso particular, se observan altos coeficientes de variacion para el numero
de frutos; incidiendo en esta respuesta, el hecho de que en cada cosecha
efectuada, se obtuvo un numero distinto de frutos, encontrandose incluso
cosechas donde no se produjeron frutos para algunos de los tratamientos

evaluados, lo cual, produce un incremento en dichos coeficientes.

En cuanto a la variable ancho de fruto (cm), tal y como se aprecia en la Figura
29, la misma alcanz6 el maximo valor con el tratamiento 5 (1 x 10° UFC/g de T.
harzianum aplicada en semillero, transplante y semanal ), no existiendo diferencias

significativas entre todos los tratamientos aplicados (p > 0.05).

5,0000— 0 4,67 4,75 —
— - 4,50

4,5000— 4,17

4,0000—

3,5000—
3,0000—
2,5000—
2,0000—
1,5000—

1,0000—

0,5000—

0

0,0000—
1 2 3 4 5 6 7 8

T1(STS10°) T2 (ST10%) T3 (STS10%) T4 (ST10%) Ts5(STS10°) Te(ST10%) T, (TI) Ts(TSI)

Tratamientos

Figura 29.- Ancho promedio de frutos (cm) de plantas de tomate
( Lycopersicon esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS);
testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TSI).
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En relacion a la variable largo de fruto (cm), no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados ( p > 0.05 ), encontrandose el mayor
valor en el tratamiento 5 (1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero,

transplante y semanal ), como se observa en la Figura 30.

7,0000-
6,30 6,50

T1(STS10%) T2 (ST10%) T3 (STS10%) T4 (ST10%) Ts5(STS10°) Te(ST10%) T, (TI) Ts(TSI)

Tratamientos

Figura 30.- Largo promedio de frutos (cm) de plantas de tomate
( Lycopersicon esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y
tratadas con Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de
aplicacion: semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS);
testigo inoculado (TI); testigo sin inocular (TSI).

En el caso de la variable peso de fruto (g), como se refleja en la Figura 31, se
observd el mayor peso en los frutos correspondientes al tratamiento 4 (1 x 10*
UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero y transplante ), no encontrandose
diferencias significativas entre la totalidad de los tratamientos aplicados
(p > 0.05).



Peso Promedio de Frutos (g)

91

70,000
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Tratamientos

Figura 31.- Peso promedio de frutos (g) de plantas de tomate ( Lycopersicon
esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con
Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacion:
semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo
inoculado (TIl); testigo sin inocular (TSI).

Para la variable numero de frutos por planta, se observd que no existen
diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05), entre los tratamientos 3
(1 x 10* UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero, transplante y semanal), y
4 (1 x 10 UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero y transplante), mientras
que el menor valor se registr6 en el tratamiento 7 (testigos inoculados). Los

resultados se muestran en la Figura 32.

En lo que respecta a las variables de fruto, las mismas se ven favorecidas por la
aplicacion constante del biocontrolador; de hecho, resulta interesante como Ia

mayor parte de las variables analizadas se benefician con la aplicacion
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consecuente de T. harzianum, incrementandose la absorcién de nutrientes como
consecuencia de un mejor desarrollo radicular, lo cual incide sobre el desarrollo de la
parte aérea de la planta y en consecuencia, sobre la formacién de frutos en las

plantas tratadas con este biocontrolador.

T1(STS10%) T, (ST10%) T3 (STS10%) T4(ST10*) Ts(STS10°) Te(ST10°) T, (TI) T (TSI)

Tratamientos

Figura 32.- Numero de frutos promedio por planta de tomate ( Lycopersicon
esculentum ) cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con
Trichoderma harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacion:
semillero y transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo
inoculado (TD: testiao sin inocular (TSI.

En relacion a variable rendimiento (kg), el mayor rendimiento se logré con el
tratamiento 4 (1 x 10* UFC/g de T. harzianum aplicada en semillero y transplante),
seguido del tratamiento 1 ( 1 x 10> UFC/g de T. harzianum aplicada en semillero,
transplante y semanal ), mientras que el menor rendimiento se alcanzd con el

tratamiento 7 ( testigos inoculados ), como se observa en la Figura 33.
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Figura 33.- Rendimiento (kg) de plantas de tomate ( Lycopersicon esculentum )
cv. Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con Trichoderma
harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y
transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI);
testigo sin inocular (TSI).

Requejo et al ( 2003 ) encontraron en tomate cv Floradade, rendimientos de 0.81
kg/planta con sustrato compuesto por perlita y turba sin aplicacion de
biocontrolador, siendo éste similar al obtenido en esta investigacion con el
tratamiento 6 ( 1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicada en semillero y
transplante ), el cual de hecho fue uno de los mas bajos rendimientos, con 0.83
kg/planta, seguido del tratamiento control. Con el resto de los tratamientos, los

rendimientos oscilaron entre 1.32 y 2.54 kg/planta.
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5.2.2.- Efecto de T. harzianum sobre el control de S. rolfsii.

En cuanto a la variable mortalidad de plantas (%), se observdé que la misma fue
nula para los tratamientos 2 ( 1 x 10> UFC/g de T. harzianum aplicado en
semillero y transplante), 3 ( 1 x 10* UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero,
transplante y semanal ) y 8 ( testigos sin inocular ), mientras que la mayor
mortalidad fue registrada con los tratamientos 1 (1 x 10> UFC/g de T. harzianum
aplicado en semillero, transplante y semanal ) y 7 ( testigos inoculados ), con un

40% y 50% de mortalidad, respectivamente.
Estos resultados son reflejados en la Figura 34.

En el caso de S. rolfsii, por tratarse de un patégeno que actua de manera digestiva
0 macerativa y ataca a plantas adultas; légicamente las no inoculadas presentaron
una mortalidad nula, mas sin embargo, resultante interesante el hecho de que al
proteger dichas plantas con el biocontrolador desde la fase de plantulas y
continuar la aplicacion de éste tanto al momento del transplante como después del
mismo, no solo se logra una mortalidad nula, evitando que el hongo afecte a las
plantas de manera muy rapida, como suele suceder, sino que también se ven
favorecidas variables como el numero y peso de frutos obtenidos en cada

cosecha.

En la Figura 35 se observa como se vieron afectadas las plantas
inoculadas con S. rolfsii y las plantas que ademas de inoculadas fueron protegidas
con el tratamiento 1 (1 x 10> UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero,

transplante y semanal ).
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Figura 34.- Mortalidad (%) de plantas de tomate ( Lycopersicon esculentum) cv.
Rio Grande inoculadas con Sclerotium rolfsii y tratadas con Trichoderma
harzianum en diferentes dosis y momentos de aplicacion: semillero y
transplante (ST); semillero, transplante y semanal (STS); testigo inoculado (TI);
testigo sin inocular (TSI).
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Figura 35.- Plantas inoculadas con S. rolfsii.

A.- Sintomas de marchitamiento en las plantas inoculadas y aplicaciéon de T. harzianum
en concentraciéon 1 x 10> UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero, transplante y
semanal.

B, C.- Sintomas de marchitamiento severo en las plantas inoculadas sin aplicacion del
biocontrolador,

D.- Formacion de esclerocios jovenes en la base de los tallos de las plantas afectadas.
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Los resultados obtenidos por Latunde-Dada (1993) trabajando con plantas de
tomate de los cultivares Ife N° 1 e |Ibadan Local, desarrolladas en suelo inoculado
sin aplicacion de T. koningii, son similares a los obtenidos en esta investigacion,
pues las plantas resultaron severamente afectadas, encontrandose al final del

ensayo, alrededor de un 70% de mortalidad.

Coincide también el hecho de que los tallos de las plantas sobrevivientes se
mostraron marchitos y con rupturas, mientras que las hojas se encontraban
deterioradas y marchitas. En contraste, las plantas inoculadas y protegidas con
T.koningii no mostraron sintomas, permanecieron sanas durante todo el ensayo y
no murieron, siendo significativamente altas, con mas hojas y mayor numero de

frutos.

Por otra parte, Elad (2000) resefia que utilizando el producto comercial Trichodex
(aislamiento T39 de T. harzianum) aplicado con riego por aspersion para el control
de Botrytis cinerea en meldén cv. Muhasan y tomate cv. 144, sembrados en potes
bajo condiciones de invernadero, se redujo efectivamente la infeccién en tallos y
hojas, encontrandose una mortalidad de 50%, lo cual coincide también con los

resultados obtenidos.

Como se aprecia, el hongo T. harzianum, ofrece un efectivo control sobre
S. rolfsii  con la aplicacién de las dosis correspondientes a los tratamientos 2
(1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero y transplante) y 3 ( 1 x 10*

UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero, transplante y semanal ).

Respecto al control de este patégeno, Hoynes et al (1999) sefialan que los
esclerocios de S. rolfsii tratados con sodio metano son degradados por
aislamientos de T. harzianum. A pesar de que la dosis de sodio metano resulta
subletal, su uso en conjunto con este controlador bioldgico ha demostrado una
notable disminucion de los esclerocios, disminuyendo por ende la incidencia de la

enfermedad.
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5.2.3.- Concentracion Efectiva de T. harzianum, Tiempo de Protecciéon y

Momento de Aplicacion mas adecuado

En funcidon de los resultados obtenidos, se observd que el control de la
podredumbre blanca causada por el hongo S. rolfsii con T. harzianum, es efectivo
a partir de la menor concentracién evaluada (1 x 10° UFC/g). Sin embargo, la
época de aplicacion mas adecuada, la comprende la aplicacion en semillero,

transplante y semanal, lo que garantiza la menor mortalidad de plantas.

Todos las concentraciones de T. harzianum utilizadas, en sus diferentes
momentos de aplicacién, excepto el tratamiento 1 ( 1x10®> UFC/g de T. harzianum
aplicado en semillero, transplante y semanal ) ofrecieron una eficiente proteccion a
las plantas inoculadas desde el semillero hasta la cosecha, hasta por mas de

cinco meses después del transplante.

En el caso particular del control de S. rolfsii con T. harzianum, las dosis mas
efectivas fueron las correspondientes a los tratamientos 2 (1 x 10° UFC/g de T.
harzianum aplicado en semillero y transplante) y 3 (1 x 10* UFC/g de T.

harzianum aplicado en semillero, transplante y semanal ).

Strashnow et al ( 1985 ) indican que T. harzianum aplicado en semillero, redujo en
un 47% la incidencia de la enfermedad causada por Rhizoctonia solani en
zanahoria, en preemergencia. Igualmente, fue capaz de controlar la poblacion del

patdgeno en suelo reinfestado y replantado con caraota.

Sin embargo, es necesario acotar, que fue en el caso del tratamiento 4 (1 x 10*
UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero y transplante), donde se observo
mayor numero de frutos por planta y mayores rendimientos, pese a encontrarse un

20% de mortalidad con este tratamiento.
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Latunde-Dada (1993) acota que, en un ensayo empleando los cultivares de tomate
Ife N° 1 e Ibadan Local, la introduccion de T. koningii en el suelo a una
concentracién de 1 x 10* UFC/g en semillero y luego una semana previo al

transplante, resulté en un efectivo control de S. roffsii.

5.3.- Concentracion Efectiva de T. harzianum, Tiempo de Proteccion y Momento
de Aplicaciéon mas adecuada para el control de F. oxysporum f.sp. lycopersici y

S. rolfsii Sacc.

Tanto en el caso de las plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici
como en el caso de las plantas inoculadas con S. rolfsii, se pudo observar que el
tratamiento 5 ( 1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero, transplante
y semanal ) si bien contribuyé a la expresion favorable de algunas variables
inherentes a la planta y los frutos, no fue la mas eficiente en cuanto al rendimiento
(kg), numero de frutos por planta y peso de los frutos, variables que se
favorecieron con la aplicacién del tratamiento 4 ( 1 x 10* UFC/g de T. harzianum

aplicado en semillero y transplante ).

A pesar de probarse una misma serie de tratamientos para el control de ambos
patogenos con el uso del hongo T. harzianum, se demuestra que en funcién del

patégeno, algunas concentraciones y épocas de aplicacion son mas efectivas.

Otro aspecto resaltante es que en algunas investigaciones, se han probado
concentraciones muy elevadas de Trichoderma; tal es el caso del trabajo realizado
por Adekunle et al (2001), en el cual ademas se probaron tres especies de
Trichoderma: T. harzianum a una concentracion de 2 x 10'© UFC/ml, T. koningii a
una concentracion de 6.8 x 10" UFC/ml y T. spp. a una concentracion de 1.8 x 10’
UFC/ml a fin de controlar el patégeno Macrophomina phaseolina en semillas de

frijol sembradas en suelo bajo condiciones de invernadero.
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Los resultados arrojaron una reduccion considerable de los sintomas de
damping-off en las semillas tratadas con T. harzianum 2 x 10'® UFC/ml por 10
minutos, controlando hasta en un 77% a los 21 dias de iniciado el ensayo. En el
caso de T. koningii, cuya concentracion fue menor, el mejor control se evidencio
en las semillas tratadas con este biocontrolador por espacio de 40 minutos, con un
77.5% a los 21 dias de iniciado el ensayo. Los resultados con T. spp. no
mostraron diferencias significativas en relacion al tiempo de tratamiento de las

semillas, siendo menos eficientes que los de los otras especies de Trichoderma.

De manera similar al efecto que tiene el tiempo de exposicion de las semillas a las
soluciones de Trichoderma en el trabajo descrito, en esta investigacion ese efecto
lo cumpli6 la época de aplicacién; de hecho, se pueden establecer ciertas
analogias, dado que en ambos casos se ha observado que concentraciones
menores pueden ser mas efectivas, si se aplican con mayor frecuencia en el caso
de cultivos establecidos o por mayor tiempo en el caso de proteccion de semillas

previo a la siembra.
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VI.- CONCLUSIONES

6.1.- Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

En funcion de los resultados obtenidos, se observd que el control del
marchitamiento vascular causado por el hongo F. oxysporum f. sp.
lycopersici con T. harzianum Rifai, fue efectivo a partir de la menor

concentracion evaluada (1 x 10?2 UFC/g).

El hongo T. harzianum Rifai, demostr6 un efectivo control sobre F.
oxysporum f. sp. lycopersici, con la aplicacion de las tres dosis evaluadas
en los tres momentos de aplicacion: semillero, transplante y semanal,

garantizando ademas la menor mortalidad de plantas.

Todas las concentraciones de T. harzianum Rifai utilizadas, en sus
diferentes momentos de aplicacion, ofrecieron una eficiente proteccion a las
plantas inoculadas desde el semillero hasta la cosecha, hasta por mas de

cinco meses después del transplante.

El crecimiento de las plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici
se favorecié con el tratamiento 5 ( 1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado
en semillero, transplante y semanal ), excepto para la variable altura de las
plantas, siendo mejor el tratamiento 2 (1 x 10> UFC/g de T. harzianum

aplicado en semillero y transplante).

Para las variables de frutos, los mejores resultados se obtuvieron con el
tratamiento 4 ( 1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero y
transplante ); obteniéndose mayor numero de frutos por planta y mayores

rendimientos.
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6.2.- Sclerotium rolfsii Sacc.

En funcion de los resultados obtenidos, se observd que el control con
T. harzianum Rifai de la podredumbre blanca causada por el hongo
S. rolfsii, fue efectivo a partir de la menor concentracion evaluada (1 x 102
UFC/g). Sin embargo, la época de aplicacion mas adecuada, la comprende
la aplicacion en semillero, transplante y semanal, lo que garantiza la menor

mortalidad de plantas.

Todas las concentraciones de T. harzianum Rifai utilizadas, en sus
diferentes momentos de aplicacién, excepto el tratamiento 1 (1x10®> UFC/g
de T. harzianum aplicado en semillero, transplante y semanal) ofrecieron
una eficiente proteccion a las plantas inoculadas desde el semillero hasta la
cosecha, hasta por mas de cinco meses después del transplante.

El crecimiento de las plantas inoculadas con S. rolfsii Sacc. se favorecié con
la aplicacion de T. harzianum Rifai, a partir de la menor concentracion
evaluada (1 x 10° UFC/g) para cada una de las diferentes variables

evaluadas.

Para las variables de frutos, fue en el caso del tratamiento 4 (1 x 10* UFCIg
de T. harzianum aplicado en semillero y transplante), donde se observd
mayor numero de frutos por planta y mayores rendimientos, pese a

encontrarse un 20% de mortalidad con este tratamiento.
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6.3.- F. oxysporum f. sp. lycopersiciy S. rolfsii Sacc.

« Tanto en el caso de las plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici como en el caso de las plantas inoculadas con S. rolffsii, se pudo
observar que las variables rendimiento (kg), numero de frutos por planta y
peso de los frutos, se favorecieron notablemente con la aplicacion del
tratamiento 4 (1 x 10° UFC/g de T. harzianum aplicado en semillero y

transplante).

« Se demuestra que en funcion del patégeno, el cultivo y las condiciones bajo
las cuales se desarrolla el mismo, algunas concentraciones y épocas de
aplicacion son mas efectivas, a pesar de probarse una misma serie de
tratamientos para el control de ambos patégenos con el uso del hongo T.

harzianum.

« Con la incorporacion de T. harzianum en el cultivo de tomate cv. Rio
Grande, no sélo se disminuye la incidencia de las enfermedades causadas
por los patéogenos bajo estudio, sino que ademas se potencia la
productividad de las plantas; ademas de ofrecer al consumidor productos
agricolas mas sanos, llevando a cabo una produccion sin la aplicacion de

productos quimicos y mas cénsona con el medio ambiente.
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VIl.- RECOMENDACIONES

El uso de T. harzianum se recomienda ampliamente para el control de los
patégenos Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y Sclerotium rolfsii en
tomate cv. Rio Grande, siendo efectivo su efecto a partir de la dosis de
1 x 102 UFC/g.

Se sugiere la aplicacion del biocontrolador en las tres épocas evaluadas:
semillero, transplante y semanal, a fin de proteger adecuadamente el cultivo
contra el efecto de los patdogenos antes mencionados y garantizar una
eficiente produccion de frutos, de calidad comercial y de mayor

aceptabilidad por el consumidor.

Para el control de ambos patdgenos evaluados en el cultivo de tomate cv.
Rio Grande, se recomienda realizar este tipo de ensayo en condiciones de
campo, hasta la cosecha, aplicando la misma serie de tratamientos o bien

evaluando un rango mas amplio de concentraciones de T. harzianum.

Es necesario mantener un estudio continuo de los efectos de los
biocontroladores como T. harzianum sobre cultivos de interés agricola,
dado que la incorporacion de este hongo en el suelo favorece Ila
productividad del cultivo, haciendo posible mayores rendimientos, ademas
de proteger al cultivo en el tiempo contra el ataque de fitopatégenos, todo
ello de manera coéonsona con el medio ambiente y garantizando mejores
condiciones para la salud y seguridad ocupacional en el campo, como para

la seguridad del consumidor final de los productos agricolas.
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