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RESUMEN

ABSTRACT

Se evalué la actividad antagénica de las especies T. viride, T. atroviride,
T. aeurovirde y T. harzianum (cepas A-34 y A-53) del género Trichoderma
sobre Phytophthora nicotianae, Rhizoctonia solani y Fusarium
subglutinans, fitopatégenos de vitroplantas de pifia en la fase de
aclimatizacion. El experimento se efectud en el Laboratorio de Mejo-
ramiento Genético del Centro de Bioplantas de la Universidad de
Ciego de Avila (UNICA), para lo cual se emplearon aislamientos de
los antagonistas y fitopatégenos procedentes del laboratorio de
Fitopatologia de la UNICA, a excepcion de T. harzianum, que procedia
de la micoteca del Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal.
Se realizé un crecimiento dual y se determiné el porcentaje de inhibi-
cion mediante la medicion del didmetro de las colonias. Sus valores
se procesaron mediante andlisis de varianza. Los porcentajes de
inhibicién resultantes fueron de 50% en P. nicotianae, por efecto de
T. viride con diferencias significativas de las demas especies antago-
nistas, excepto al compararlas con T. atroviride y T. aureoviride, que
causaron una inhibiciéon de 41% sin diferencias entre ellas. R. solani,
con 53 y 58% ante T. harzianum (A-34) y (A-53) respectivamente, que
se sefialan como las mas eficientes sobre este fitopatégeno, y
F. subglutinans con un porcentaje de inhibicién de 48% ante T. atroviride
y T. harzianum (A-53), sin diferencias significativas entre ellas y si
ante las restantes.

Palabras clave: Trichoderma, hongos fitopatégenos, pifia, hongos an-
tagonistas

The antagonistic activity of species T. viride, T. atroviride, T. aureoviride,
T. harzianum (strains A-34 and A-53) from genus Trichoderma, was
evaluated on Phytophthora nicotianae, Rhizoctonia solani and Fusarium
subglutinans, which are phytopathogens of pineapple vitroplants in
the acclimatization phase. The experiment was developed at Genetics
Improvement Laboratory of Bioplants Center in Ciego de Avila
University (UNICA). In this way phytopathogenic and antagonistic
isolations from phytopathology laboratory of UNICA were used, except
T. hazianum which was brought from the micothec of Plant Health
Research Institute. A dual growth was performed and the inhibition
percentage was determined by measuring colonies diameter, the values
were processed by variance analysis. The inhibition percentages
were 50% in P. nicotianae, by effect of T. viride with significant differences
of the rest antagonistic species, except when comparing with
T. atroviride and T. aureoviride, which caused an inhibition of 41%
without differences between them. R. solani with 53 and 58% on T.
harzianum (A-34) and (A-53) respectively, which were the most efficient
on this phytopathogenic and F. subglutinans with and inhibition
percentage of 48% on T. atroviride and T. harzianum (A-53) with no
significant differences between them but with the rest of the species
study analyzed.

Key words: Trichoderma, phytopathogen fungi, pineapple, antagonistic
fungi

INTRODUCCION

La pifia (Ananas comosus (L.) Merr.) es un preciado
fruto de un alto valor nutricional y agradable sabor,
con amplias posibilidades para la industrializacién. La
region de Ciego de Avila constituye en Cuba la mas
importante en la produccién de esta fruta. Actualmen-
te en la provincia se emplean como forma rapida de
propagacién las vitroplantas, las cuales resultan fuer-

temente afectadas por hongos fitopatégenos durante
el proceso de aclimatizacion.

Estos sistemas presentan altos niveles de mortalidad a
causa de afectaciones producidas por Phytophthora
nicotianae Van Breda de Haan, Rhizoctonia solani Kuhn,
Fusarium subglutinans (Wollenweb & Reinking) Nelson,
Toussonn & Marasas [Hernandez et al., 2002], situa-
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cién que constituye una problematica que implica la
busqueda de nuevas alternativas de control, dentro de
las cuales el biolégico constituye un método eficaz y
sostenible.

Entre los microorganismos utilizados para el biocontrol
de hongos fitopatégenos de suelos se recomiendan va-
rias especies de Trichoderma, las cuales ocupan, actual-
mente, un lugar importante dentro de las practicas de
manejo de enfermedades, principalmente para comba-
tir los géneros Rhizoctonia, Sclerotium, Pytium,
Phytophthora y Fusarium, entre otros [Stefanova et al.,
1999]. El objetivo fundamental de este trabajo consis-
ti6 en conocer la magnitud del efecto antagénico de
Trichoderma viride, Trichoderma atroviride, Trichoderma
aeuroviridey Trichoderma harzianum (cepas A-34 y A-
53) sobre P, nicotianae, R. solant y F. subglutinans, agen-
tes causales de enfermedades de vitroplantas en fase
de aclimatizacién, para establecer estrategias de con-
trol mas eficientes.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se ejecuto en el Laboratorio de Mejoramien-
to Genético del Centro de Bioplantas, perteneciente a
la Universidad de Ciego de Avila, durante el periodo de
septiembre a diciembre del 2003.

La evaluacién del antagonismo se realiz6 mediante una
prueba de crecimiento dual [Sandoval y Lépez, 2000],
en la que se emplearon aislamientos de Trichoderma
virtde Pers.:Fr, Trichodema atroviride Bissett y
Trichoderma aeuroviride Rifai, procedentes de la Uni-
versidad de Ciego de Avila y obtenidos de muestras de
suelo ferralitico rojo dedicados al cultivo de la pifia en
la Empresa de Pifia de Ciego de Avila, y T. harzianum
cepas A-34 y A-53 de la micoteca del Instituto de In-
vestigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV), para su
enfrentamiento con los fitopatégenos de vitroplantas
de piia P. nicotianae (P1), R. solani (R1) y F. sub-
glutinans (F1) procedentes del Centro de Bioplantas de
la Universidad de Ciego de Avila.

Se realizaron siembras de todos los aislamientos de
antagonista y fitopatégenos por dispersién sobre agar-
papa-dextrosa, los que se incubaron a 25 = 2°C bajo un
régimen de luz/oscuridad de 8-16 h con el fin de obtener
discos de crecimiento de colonias y asi disponer de ma-
terial suficiente para realizar los enfrentamientos.

Posteriormente se sembré un disco de crecimiento del
antagonista en el centro de la placa y tres discos de
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cada fitopatégeno préoximos a los bordes de la placa y
equidistantes al antagonista. De esta forma se esta-
blecieron tres réplicas por cada caso, con su corres-
pondiente testigo, donde solamente se sembré el pa-
tégeno. Después se incubaron a temperatura de 27°C
durante siete dias. Las evaluaciones se realizaron me-
diante mediciones diarias del tamano de las colonias
con el empleo de una regla graduada hasta concluir
cuando el testigo llegé a cubrir el total de la superficie
del medio. Los valores del tamano de las colonias se
procesaron mediante analisis de varianza simple con
su correspondiente prueba de significacion, segin test
de Duncan [Lerch, 1977]. En su realizacién se utiliz6
el paquete estadistico SPSS, versién 8.0, sobre
Windows. Se determiné ademas el porcentaje de inhi-
bicién mediante la formula de Bayer (1966) para co-
nocer el efecto individual de cada una de las especies
de Trichoderma.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las pruebas in vitro desarrolladas con
T: viride, T. atroviride, T. aureoviride y T harzianm (A-34)
y (A-53) enfrentadas con P. nicotianae, R. solani y F.
subglutinans muestran la eficiente capacidad antagéni-
ca que ejercen estas tres especies sobre estos
fitopatogenos, y su potencialidad como bioplaguicidas
para proteger los sistemas de aclimatizacién de las
vitroplantas de pifa. Estos microorganismos son ca-
paces de generar un elevado nivel de competitividad
por el sustrato, pues ejercen un hiperparasitismo par-
cial y total sobre las colonias de los fitopatégenos, as-
pecto que se manifesté al realizar los ensayos y eva-
luarlos al término de 72 y 96 h después de sembrados.
Los antagonistas se caracterizaron por mostrar un ra-
pido crecimiento y un alto nivel de esporulacién, asi
como en la totalidad de las placas, pasadaslas 96 h, las
especies de Trichoderma cubrian las colonias de los
fitopatégenos.

La capacidad antagonista de las especies de Tri-
chodrema esta reconocida. Son buenos competidores
por el sustrato y poseen una actividad metabdlica
muy particular que los capacita como eficientes
hiperparasitos de las estructuras fungicas de los hon-
gos [Ghisalverti y Sivasithamparam, 1991; Huang et
al.,1995].

El resultado de los analisis estadisticos del crecimien-
to de los fitopatégenos demuestra el nivel de antago-
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nismo que poseen las especies de Trichoderma sobre
cada uno de ellos (Tabla). Este analisis destaca la
fuerte inhibicion que ejercieron T. viride, 1. atroviride
y T. aureoviride sobre P, nicotianae, las que se diferen-
cian significativamente de T harzianum (A-34) y (A-53),
lo que revela que las especies procedentes de los suelos
de pifia resultaron ser superiores a las cepas probadas

de T. harzianum, por lo que adquieren mayor perspec-
tiva para usarse en el control de este fitopatégeno en los
sistemas de aclimatizacién. Al respecto existen resulta-
dos que sealan a T. harzianum y T. viride por ejercer
una accion hiperparasita muy similar sobre P, nicotianae,
y las caracterizan por presentar una fuerte adherencia

sobre las hifas del patégeno [Sandoval y Lépez, 2000].

Comportamiento del crecimiento dual de las especies de Trichoderma

y hongos fitopatogenos
Trichoderma spp. P. nicotiane R. solani F. subglutinans
T. viride 1,83 a 2,53 de 2,63 ¢
T. atroviride 2,13 abed 2,53 de 2,33 cde
T. aureoviride 2.1 abe 2,53 de 2,53 de
T. A-34 2.4 cde 1,86 a 2,43 cde
T. A-53 2,26 bede 1,93 ab 2,3 bede
E.S. 0,12

Letras desiguales difieren significativamente para p < 0,05.

El comportamiento de las especies de Trichoderma sobre
R. solani difiere completamente al que manifestaron ante
el anterior fitopatégeno. En este caso se observé una
fuerte inhibicién por parte de 1. harzianum (A-34) y (A-53),
que acompaid una drastica inhibicién del crecimiento
de R. solant, el cual alcanz6 un diametro significa-
tivamente diferente del alcanzado frente a T. viride, T. atro-
virtde y T. aureoviride. Esto senala a las cepas de T'. har-
zianum como las mas ventajosas en casos donde
predomine la incidencia de R. solani. También se pudo
determinar que la relacién T. harzianum cepa A-34-R. so-
lani es similar a T. viride-P. nicotianae, e incluso presen-
tan un mismo nivel de significaciéon (Tabla). Los resulta-
dos anteriores corroboran lo obtenido en varios trabajos
realizados en Cuba por Sandoval y Lépez (2000), los cua-
les avalan la eficiencia de T. harzianum sobre este mismo
hongo en pruebas de antagonismo in vitro, y que tam-
bién refieren el alto nivel de efectividad de esta especie
sobre Macrophomina phaceolina en la proteccion de plan-
tas de frijol. Otros informes también reflejan el exitoso
biocontrol de patégenos de suelo que afectan plantas de
tomate y pimiento, una vez aplicada esta especie al te-
rreno o las semillas [Sandoval y Lépez, 1995]. Al respec-

to se particulariza que especies como 1. viride'y T. konin-
gii son fuertes inhibidores de R. solani, producto de la
liberacién de metabolitos volatiles [ Dennis y Webster,
1971, citado por Bonilla, 1990], por lo que se demuestra
que estas especies constituyen antagonistas competen-
tes en la rizosfera [Sandoval y Lépez, 2000].

En cuanto ala relaciéon Trichoderma-F. subglutinans se
puede inferir que los niveles de antagonismo y compe-
tencia por parte de las especies de Trichoderma son, de
forma general, inferiores a la inhibicion que alcanzaron
los otros fitopatégenos a prueba; sin embargo, T. atro-
viride y 1. harzianum (A-53), en particular, se distin-
guieron significativamente de los restantes antagonis-
tas (Tabla). Este resultado indica que estas especies son
las mas promisorias para casos donde predomine F. sub-
glutinans. No obstante, esta demostrado el efecto inhi-
bitorio que ejercen las especies de Trichoderma a causa
de la eficiencia de dos metabolitos liquidos que actian
sobre este fitopatégeno [Claydon et al., 1987]. Otras
pruebas in vitro con diferentes especies de Trichoderma
sefialan la capacidad de hiperparasitismo que muestran
T viride y T. harzianun sobre F. subglutinans [Bonilla,

1990].
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Comportamiento in vitro de la actividad inhibitoria de especies de Trichoderma sobre

fitopatégenos que afectan el sistema de aclimatizacién de vitroplantas de pifia.

El analisis del porcentaje de inhibicién de cada
fitopatégeno se muestra en la Fig. Estos resultados
corroboran el comportamiento descrito anteriormen-
te. La accién de T. viride ocasioné inhibiciones de 50%
sobre P, nicotianae, mientras que 1. atroviridey T. aureo-
viride lo hicieron en 41%. En el caso de R. solant, las
mayores inhibiciones correspondieron a 1. harzianum
(A-34) y (A-53), que ejercieron 53 y 58%, respectiva-
mente, a diferencia de Fusarium subglutinans, donde
los porcentajes mas altos fueron a causa de T atroviride y
T harzianum (A-53) con 48% para ambos antagonistas.

Respecto a la actividad inhibitoria de especies de
Trichoderma, existen trabajos con aislados de T. harzianun,
T. viride, T. koningit, T. pseudokoningit sobre F. sub-
glutinans que sefialan un rango de efectividad desde 10 a
85%, donde T. harzianun, T. koningit y T pseudokoningii
particularmente alcanzan de 48 a 85%, y T. viride entre 10
y 48%, ademas de especificar que aislamientos de 1. har-
zianun alcanzaron valores hasta de 84% [Bonilla, 1990].

Todos estos resultados dan la posibilidad de establecer una
estrategia de biocontrol de uso diferenciado de las especies
de Trichoderma para proteger los sistemas de aclimatizacion
de vitroplantas de pifia de los principales integrantes del
patosistema de la pifia en Cuba, por lo que preferentemen-
te deben emplearse T viride, T. atroviride y 1. aeuroviride
como antagonistas mas eficientes de P nicotianae, a T. har-
ztanum cepas A-34 y A-53 para contrarrestar el desarrollo
de R. solani y T. atroviride, y T. harzianum (A- 53) como
inhibidores mas fuertes de I subglutinans.

CONCLUSIONES

* Los aislamientos de 7. viride con 50%, T atroviride y
T. aeuroviride con 41%, respectivamente, ejercieron
una fuerte inhibicién sobre P nicotianae, a diferen-
cia de T. harzianum, cuyo mayor efecto resulté sobre
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R. solani con 53y 50% de inhibicién, y T. atroviride
y T. harzianum (A-53) con 48% ante F. subglutinans.

* Las diferencias encontradas en cuanto a la accion
antagonista que ejercen T. viride, T. atroviride y T. ae-
uroviride sobre los fitopatégenos de pifia brindan la
oportunidad de establecer una estrategia de control
diferenciada para cada uno de ellos, segiin su nivel
de incidencia.
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