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como indculo del suelo, al compararlo con los crecidos en Czapek liqui-
do y PDB. El test del antagonismo in vitro de P.c. frente a T.h. en medio
PDA enriquecido con Laminarina-glucosa (3:1, v/v), mostré que T. h.
aumenta los niveles de enzimas hidroliticas -1,3- glucanasa (lisis enzi-
matica), ejerce una mayor competencia por espacio y nutrientes e inte-
racciona directamente con el patégeno (micoparasitismo), todo lo cual
juega un papel importante en la reduccion y destruccion de la colonia
del patégeno. El filtrado del medio PDB donde se habia cultivado T.h.
afect6 al crecimiento de las radiculas de las semillas in vitro. En ensa-
yos in vivo las plantas crecidas a partir de semillas tratadas mostraron
un peso seco superior a las testigo. En definitiva, el tratamiento con T.h.
ha sido capaz de reducir hasta un 65% la «tristeza» causada por el
patégeno P.c. en plantas de pimiento.

Palabras clave: Trichoderma harzianum, Biocontrol, Phytophthora
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Abstract

Trichoderma harzianum as biofungicide in the control of Phytophthora
capsici in pepper (Capsicum annuum L.) plants.

During experiments in pepper plants using Trichoderma harzianum (T.h.)
to control Phytophthora capsici (P.c.), the causal agent of root rot in
pepper, we have optimised biomass production of the antagonist by
comparing its growth in three different culture media and supports.
Compared with Czapek liquid and PDB, the most advantageous me-
dium was Water-Oats-Vermiculite, since this provided the most rapid
and abundant growth, showed the highest degree of viability and it was
cheap for use as a soil inoculum. In vitro antagonism tests involving
P.c. against T.h. in PDA medium enriched with Laminarine: L-glucose
(3:1, v/v) showed that T.h. increases hydrolytic enzymes levels (enzy-
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matic lyses), exercises a greater competition for space and nutrients,
and directly interacts with the pathogen (micro-parasitism), all of whi-
ch play an important part in reducing and destroying the pathogenic
colonies. The filtrate of the PDB medium in which T.h. had been cultu-
red affected the root growth of seedlings in vitro. In vivo experiments
the plants grown from treated seeds showed a greater dry weight than
the control plants. Treatment with T.h. reduced the wilt caused by P.c.
in pepper plants by up to 65%.

Key words: Trichoderma harzianum, Biocontrol, Phytophthora capsi-
ci, Capsicum annuum.

Introduccioén

El género Trichoderma posee buenas cualidades para
el control de enfermedades en plantas causadas por
patdgenos fangicos del suelo, principalmente de los
géneros Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium,
Pythium y Fusarium entre otros. Las especies de Tri-
choderma actuian como hiperparasitos competitivos
que producen metabolitos antifingicos y enzimas
hidroliticas a los que se les atribuyen los cambios
estructurales a nivel celular, tales como vacuolizacion,
granulacion, desintegracion del citoplasma y lisis
celular, encontrados en los organismos con los que
interactua.

Las especies del género Trichoderma son los an-
tagonistas mas utilizados para el control de enferme-
dades de plantas producidos por hongos, debido a su
ubicuidad, a su facilidad para ser aisladas y cultiva-
das, a su crecimiento rapido en un gran nimero de
sustratos y a que no atacan a plantas superiores (Pa-
pavizas et al. 1982). Los mecanismos por los que las
cepas del género Trichoderma desplazan al fitopato-
geno son fundamentalmente de tres tipos. Competi-
cion directa por el espacio o por los nutrientes (Elad
& Baker 1985, Elad & Chet 1987, Chet & Ibar 1994,
Belanger et al. 1995), producciéon de metabolitos
antibioticos, ya sean de naturaleza volatil o no vola-
til (Chet et al. 1997, Sid Ahmed et al. 2000, Sid Ah-
med et al. 2003) y parasitismo directo de determina-
das especies de Trichoderma sobre los hongos fito-
patdgenos (Yedidia et al. 1999, Ezziyyani et al. 2003).

El objeto de este trabajo es analizar el uso de
Trichoderma harzianum como agente antagonista de
Phytophthora capsici para reducir la «tristeza» cau-
sada por este patdgeno en plantas de pimiento, anali-
zando los mecanismos de biocontrol y optimizando
el medio de produccién de su biomasa. Para ello tra-
taremos de incrementar los niveles de enzimas hidro-
liticas producidos por 7. harzianum y conseguir bio-
preparados mas eficaces que los que existen actual-
mente.

Material y Métodos
Material vegetal

La variedad de pimiento (Capsicum annuum L.) ob-
jeto de estudio fue California Wonder, muy sensible
al ataque del hongo Phytophthora capsici. La siem-
bra se realiz6 con semillas desinfectadas en una di-
solucion comercial de hipoclorito sédico al 2% (v/v)
durante 5 minutos, se lavaron tres veces con agua
destilada estéril, y se pusieron a germinar en bande-
jas alveolares de 48 senos (4x4x14 cm), conteniendo
una mezcla de turba, arena y vermiculita (3:1:'/)) es-
terilizada. Las bandejas fueron instaladas, en un
modulo del invernadero de la Estacion de Experimen-
tacion Agricola de la Universidad de Murcia (EEA-
UMU). Se mantuvieron en estas condiciones hasta
que desarrollaron la quinta o sexta hoja verdadera,
con lo que ya estaban dispuestos para el transplante
a macetas o al suelo y la posterior inoculacion con P,
capsici (Candela et al. 1995).

Material fangico

Como patogeno se usé el Oomiceto Phytophthora
capsici, aislado 15, cepa extremadamente agresiva
procedente de Brasil. La patogenicidad del hongo fue
confirmada experimentalmente mediante el postula-
do de Koch y el hongo se mantuvo en PDA (patata-
dextrosa-agar) de Difco.

Para los ensayos de biocontrol el hongo se culti-
vo también en el medio «vermiculita-PDB (caldo-
patata-dextrosa)» que se obtiene de la siguiente ma-
nera: adicion de 200 ml. de medio PDB a un matraz
Erlenmeyer de 1000 ml que contenia 150 g de ver-
miculita, esterilizada previamente dos veces a 121°C
durante 30 min en dos dias consecutivos. Esta mez-
cla se autoclavd, y en ella se agregaron cuatro discos
de 5 mm de diametro que fueron cortados del mar-
gen de la colonia miceliana de P. capsici, crecida en
medio PDA y transferidos asépticamente al matraz.
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Estos fueron incubados en estufa a 25°C + 2°C du-
rante tres semanas, tiempo suficiente para la forma-
cion de abundante in6culo.

Para conseguir gran cantidad de zoosporas se hizo
crecer P. capsici en PDB en la oscuridad y con agita-
cion en matraces de 250 ml a 25°C durante 15 dias.
Posteriormente se separo y lavo el micelio, se intro-
dujo de nuevo en agua destilada y se mantuvo en
agitacion durante 5 6 6 dias mas en los que se forma-
ron y liberaron las esporas.

Como antagonista se utilizo el hongo Trichoder-
ma harzianum, aislado 2413 de la Coleccion Espa-
fiola de Cultivos Tipo (CECT) sita en Valencia (Es-
pafia), usado anteriormente por nosotros (Sid Ahmed
et al. 2001) y conservado en medios PDA y Avy-3.

Confrontacion in vitro de Trichoderma frente a
Phytophthora

Las acciones del antagonista se comprobaron, hacién-
dolo crecer en medios: PDA, Czapek-Agar, (A-A)
Agua-Agar al 2% y en medio PDA enriquecido con
Laminarina y glucosa (3:1, v/v). Los in6culos se ob-
tuvieron de la colonia miceliana de P. capsici, toman-
do discos de 5 mm de didmetro para las confronta-
ciones, los discos de P. capsici se siembran en placas
Petri en los medios de cultivo anteriores, y en puntos
equidistantes respecto al antagonista, mediante toques
superficiales del medio de cultivo con una asa. Las
placas se incuban en estufa a varias temperaturas: 23,
25, 27 y 30°C. La interaccion se observo cada tres
dias.

Microscopia electrénica de barrido

Las muestras analizadas mediante microscopia elec-
tronica de barrido proceden de la zona de interaccion
de las confrontaciones entre patdogeno y antagonista
en el medio PDA. El procesamiento de las muestras
se hizo segun el siguiente método: Se prepararon
cortes de agar de 2 x 2 mm de la zona de interaccion
entre 7. harzianum y P. capsici. Las muestras se su-
mergieron en una solucion acuosa de agar al 1% y se
prefijaron a 4°C durante dos horas por inmersion en
una disolucion compuesta por glutaraldehido (25%)
al 3% en tampdn cacodilato sédico (R 23/25, Prola-
bo) 0,1M a pH 7,2, seguida de tres lavados con el
mismo tampon durante 30 minutos en oscuridad. Se
fijaron por inmersion en tetroxido de osmio al 1%
durante 2 horas a 4°C en la oscuridad. La deshidrata-
cion se efectud en etapas de 15 minutos con disolu-
ciones crecientes de etanol de 30, 50, 70, 90 y 100%
y se secaron mediante el método del punto critico

(etanol/CO, liquido). Los cortes se montaron sobre
un pedestal con pintura conductiva de grafito y se cu-
brieron con oro por el método de evaporacidon en
«sputtering». El examen se hizo con un microscopio
electronico de barrido Jeol T- 6.100.

Preparacion de la suspension de esporas y del fil-
trado del antagonista Trichoderma

Para el tratamiento de la semillas y el empapado
de las raices de las plantas de pimiento, se prepard
una suspension de esporas del hongo 7. harzianum.
Para ello, cultivos de 5-7 dias de edad se cubrie-
ron con agua-peptona al 0,1 %, y agua-sacarosa al
3%, se rasparon con una varilla de vidrio estéril.
La suspension se recogio en tubos estériles a par-
tir de los cuales se prepararon las concentraciones
requeridas.

El filtrado se prepard en frascos Erlenmeyer de
250 ml, conteniendo 150 ml de PDB previamente
esterilizados a 121°C durante 20 minutos. Dos dis-
cos de 5 mm de diametro se cortaron del margen de
la colonia miceliana de 7. harzianum crecida en me-
dio PDA y se transfirieron asépticamente al frasco.
El matraz que contenia el hongo, se dejé a tempera-
tura ambiente en el laboratorio, en agitacion perma-
nente en un agitador orbital a 100 rpm, durante dos
semanas. El micelio del hongo formado se separd
del caldo filtrandolo con una gasa estéril el cual se
esterilizo pasandolo por un filtro (Miller, OVDF
estéril, Millipore) de 0,45 mm de diametro. Este
filtrado es el que se utilizo para el tratamiento de
las semillas y la produccion de los metabolitos an-
tifungicos.

Preparacion del inéculo de Trichoderma

El indculo de T. harzianum se prepard: a) en frascos
Erlenmeyer de 1000 ml que contenian una mezcla de
8 g de avena molida, 150 g de vermiculita fina y 250
ml de agua destilada (medio Avy-3), b) en frascos
conteniendo 300 g de vermiculita y 200 ml de medio
PDB y c) en frascos conteniendo 300 g de arena y
150 ml de medio Czapek liquido (Difco). Los fras-
cos se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 30
minutos dos veces en dos dias consecutivos. Cuatro
discos de 5 mm de diametro cortados del margen de
la colonia miceliana crecida en medio PDA se trans-
firieron asépticamente a los frascos conteniendo la
mezcla preparada. Los frascos con avena, PDB y
Czapek fueron incubados en una estufa a 25°C + 2°C
durante, siete, quince dias y mas de un mes respecti-
vamente.
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Tratamiento de las semillas con la suspension de
Trichoderma

Se utilizaron semillas de pimiento esterilizadas en una
disolucion de hipoclorito sodico (Domestos) al 20%
(v/v) durante 20 min, seguidos de tres lavados de
cinco min. en agua destilada estéril. Las semillas se
introdujeron en la suspension de 7. harzianum pre-
parada en agua destilada-sacarosa al 3%, durante diez
min, se retiraron y el exceso de agua se absorbid
mediante un papel de filtro estéril en una placa de
Petri, bajo corriente de aire en la Camara de flujo
laminar. El control consistié en introducir semillas
desinfectadas en una solucion estéril de agua destila-
da-sacarosa al 3%.

Para hacer el recuento de la poblacion inicial del
antagonista adherida a cada semilla, se separaron 5
semillas tratadas con 7. harzianum y se molieron
afladiendo 9 ml de un disolvente de P-A (pectona-
agua) al 0,1% (p/v) en un mortero. A partir de la sus-
pensién obtenida se prepararon una serie de dilucio-
nes decimales que se sembraron en medio PDA. Las
placas se incubaron a 25 °C en oscuridad y el recuento
se hace por microscopia después de 48 h.

La siembra se realizo en bandejas desinfectadas
de 27x17x4 cm conteniendo 60 g de vermiculita es-
terilizada en autoclave a 121°C durante una hora dos
veces en dos dias consecutivos. En cada bandeja se
sembraron 100 semillas. Las bandejas se instalaron
en una camara de cultivo a 25°C £ 2°C, se regaron
con 80 ml de agua destilada por bandeja cada dos dias.
Después de diez dias se abonaron con 5 ml de una
solucion fertilizante (COMPO) y se mantuvieron en
estas condiciones hasta que aparecieron los primeros
cotiledones.

Tratamiento de las semillas con el filtrado de Tri-
choderma

Cinco mililitros del filtrado de 7. harzianum esterili-
zado por filtracion, se repartieron en placas Petri
conteniendo agua-agar al 2% (A-A). Las semillas
desinfectadas en una disolucion de hipoclorito sodi-
co (Domestos) al 20% (v/v) durante 20 minutos, fue-
ron lavadas tres veces con agua destilada estéril y
secadas mediante papel de filtro estéril bajo corrien-
te de aire en la Camara de flujo laminar. A continua-
cion se introdujeron diez semillas en cada placa y se
incubaron a 25°C en oscuridad. Al cabo de seis dias
de incubacién se calculo el porcentaje de germina-
cion y se midio la longitud de la radicula. Como con-
trol se utilizaron diez semillas de pimiento desinfec-
tadas en placas Petri conteniendo agua-agar al 2%
sumergidas en 5 ml del filtrado en medio PDB.

Tratamiento in vivo del patégeno por Trichoder-
ma crecido en vermiculita

1- En macetas: el sustrato utilizado para el cultivo en
macetas, fue una mezcla de turba, arena y vermiculi-
ta esterilizada (3:1:'/,, v/v/v). En todos los ensayos
15 g del patdégeno P. capsici crecido en vermiculita-
PDB se agrego directamente a las macetas con el fin
de asegurarnos una buena infeccion. La poblacion
inicial determinada (NMP) oscila entre 1,2 x 10°ppg/
gy 8,1 x 10" ppg/g.

El in6culo de T. harzianum utilizado fue el pre-
parado en vermiculita, avena y agua (Avy3), con las
concentraciones siguientes: 5, 10, 15 y 20 g/maceta.

De la mezcla inoculada se recogieron muestras de
100 g para hacer un recuento de la poblacién inicial
del antagonista, mediante diluciones decimales usan-
do un detergente no ionico. Las macetas se dispusie-
ron al azar en bloques completos en la estacion de
Experimentacion Agricola de la Universidad de Mur-
cia (EEA-UMU). Se regaron con agua corriente cada
dos o tres dias y se enriquecieron con una solucion de
NPK cada dos semanas. La temperatura oscil6 entre
25 y 30°C. Diez plantas fueron utilizadas por cada
tratamiento y los ensayos se repitieron tres veces.

2- En suelo: se realizaron dos ensayos en suelos
del campo de la EEA-UMU para evaluar el potencial
de T harzianum en el control del patégeno P. capsi-
ci. Las plantas se cultivaron como hemos indicado
anteriormente.

Se prepararon hoyos distanciados 70 cm por 40
cm, en los que fue mezclada vermiculita inoculada
previamente con el antagonista a razén de 15 g/hoyo,
y se rehizo el hoyo en el que se colocod la planta.
Pasados siete dias del transplante se removio el sue-
lo a nivel de la rizosfera, formando un circulo alre-
dedor de la planta, se infectaron las plantas con P,
capsici 'y se cubrid con el suelo. El riego se hizo por
goteo usando emisores autocompensativos de 4 litro/
hora y la fertilizacion se realizd cada tres semanas
con un sistema de inyeccion de fertilizante (NPK)
mediante un tanque de abonado (ATF0040, Novo Ris,
Zaragoza, Espaia) conectado a la red de riego. La
lectura de los resultados se hizo al final del segundo
mes a partir del transplante tanto en macetas como
en suelo.

Resultados y discusion

Confrontacioén in vitro de Trichoderma frente al
patéogeno Phytophthora

Trichoderma harzianum demostrd un claro efecto
antagonico contra Phytophthora capsici en los culti-
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Figura 1. Confrontacion de Phytophthora capsici (P.c.) y Trichoderma harzianum (T.h.). [A]: Inhibicién del crecimiento vegetativo de P.c.
en presencia de T.h. en el medio PDA. [B]: T.h. realiza hiperparasitismo, invade totalmente la superficie de la colonia de P. capsici y

esporula sobre la misma.

Figura 2. Confrontacién de Phytophthora capsici (P.c.) y Trichoderma harzianum (T.h.). [A]: Inhibicién del crecimiento vegetativo de P.c.
en presencia de T.h. en el medio PDA. [B]: Reduccion méxima de la colonia de P.c. y expansion de la de T.h. a enriquecer el medio de

cultivo PDA con laminarina-glucosa (3:1, v/v).

vos duales realizados previamente in vitro, sobre todo
en medio PDA enriquecido con laminarina-glucosa
(3:1, v/v), aumentando su actividad antifingica me-
diante la secrecion del enzima hidrolitico (B-1,3-glu-
canasa) (Ezziyyani 2004) y posiblemente otros, so-
brecreciendo y reduciendo totalmente la colonia del
patogeno.

La intensidad de inhibicion de P. capsici, por T.
harzianum in vitro varié segin el medio de cultivo,
la temperatura y el pH. La inhibicion fue intensa en

PDA (Fig. 1A), mientras que en el medio A-A, las
interacciones fueron menos intensas o débiles. La
zona de inhibicion producida por 7. harzianum, fren-
te al patdogeno, aumenta a medida que transcurre el
tiempo, aumento que va acompafado de la destruc-
cion del micelio fungico desarrollado hasta ese mo-
mento.

Lo que se observa en primer lugar es una zona de
inhibicion progresiva, en parte por la mayor veloci-
dad de crecimiento de 7. harzianum. Después apare-
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ce un marcado efecto hiperparasitico, que se mani-
fiesta por la inhibicion del crecimiento micelial no
solo por compartir el mismo sustrato sino también
porque 7. harzianum produce antibioticos y enzimas:
(B-1,3- glucanasa, quitinasa, proteasa y celulasa) de-
gradadores de la pared celular que juegan un impor-
tante papel en el micoparasitismo (Lorito et al. 1993,
Papavizas & Lumsden 1980, Herrera et al.. 1999, Sid
Ahmed et al. 2000).

En la Fig. 2, se muestra ¢l ensayo de antagonis-
mo in vitro de P. capsici frente a T. harzianum en el
medio PDA enriquecido con laminarina, glucosa (3:1,
v/v). Se puede observar que T. harzianum aumenta
la actividad antifiingica por encima del control sobre-
creciendo y reduciendo la colonia del patégeno. Es
decir 7' harzianum no sélo inhibe la expansion de P
capsici creciendo en su campo de accidn, sino que a
los cuatro dias la colonia del patégeno P. capsici se
quedo totalmente reducida en comparacion con el
control. Este efecto se debe al vertido del enzima
hidrolitico B-1,3-glucanasa (Ezziyyani 2004) lo que
nos permite concluir que el aumento del nivel de este
enzima y posiblemente otros, juega un papel muy
importante en la reduccion y destruccion de la colo-
nia del patdogeno P. capsici.

Nuestros resultados estan de acuerdo con los pu-
blicados por otros autores (Elad et al. 1982, Bara et
al. 2003) que usando laminarina como sustrato, en los
medios de cultivos para cepas de Trichoderma, obtu-
vieron un aumento de la actividad B-1,3- glucanasa
hasta del 67% y una mayor accidn litica sobre pato-
genos como Sclerotinia rolfsii 'y Rhizoctonia solani
respectivamente

En ensayos de antagonismo realizado in vitro, Rey
et al. (2002) realizaron transformaciones a partir de
protoplastos con dos genes de glucanasas, bgn 16.2

y bgn 13.1. La cepa transformada con genes de hi-
drolasas, muestra una capacidad antifingica sobre el
hongo patdgeno Rhizoctonia solani superior a la de
la estirpe silvestre. Otros autores (Lahsen et al. 2001,
Sousa et al. 2002, Saez & Cipriano 2003), han clo-
nado genes en cepas de 7. harzianum con alta expre-
sion antifungica a Phytophthora cinnamomi' y Rose-
llinia necatrix.

Como se puede observar en las Figs. 1 y 2, la
capacidad antagonica del antagonista se mantuvo cre-
ciendo hasta el sexto dia lo que demuestra que P,
capsici habia dejado de crecer mientras que 7. harzi-
anum tenia un buen micoparasitismo. En principio era
capaz de detener a su hospedante a distancia (Fig. 1A)
y posteriormente a la detencion, inici6 la secrecion
de sustancias antifungicas (enzimas y antibioticos)
para competir eficientemente por espacio y nutrien-
tes. Continud creciendo hasta invadir totalmente la
superficie de la colonia del hongo patdgeno e inclu-
so esporulando sobre el mismo (Fig. 1B). Finalmen-
te hay una reduccion maxima de la colonia del pato-
geno al enriquecer el medio de cultivo con laminari-
na-glucosa (Fig. 2B). El porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial del patégeno en presencia del an-
tagonista se muestra en la Fig. 3. El micoparasitismo
se puede analizar en preparaciones del microscopio
electronico de barrido donde se observan las hifas de
T harzianum enrollando a las del patdogeno e impi-
diendo su crecimiento (Fig. 4).

Efecto del filtrado de Trichoderma sobre la ger-
minacién de las semillas

El filtrado de T. harzianum en medio PDB afect6
negativamente al crecimiento de las radiculas de las
semillas, frente al desarrollo de las radiculas de las
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Figura 4. Fotomicrografias de las interacciones entre Trichoderma harzianum (T.h.) y Phytophthora capsici (P.c.). Enrollamiento masivo
de las hifas de T.h. alrededor de las de P.c. Aspecto del micoparasitismo ejercido por el antagonista, T.h. sobre el patégeno P.c. Vistas en

microscopia electronica de barrido.

Figura 5. Efecto del filtrado de Trichoderma harzianum (T.h.). [A]: Semillas crecidas en medio de cultivo PDB (Control). [B]: Semillas

crecidas en el filtrado de T.h.

semillas control (Fig. 5). El porcentaje de germina-
cion de las semillas en presencia del filtrado de T
harzianum no fue distinto de las semillas control, no
asi el desarrollo de las radiculas (Fig. 6). Besnard &
Davet (1993) observaron un resultado similar tratan-
do las semillas de tomate y pepino con los filtrados
de Trichoderma spp. En un estudio preliminar con
varias cepas de Trichoderma, estos autores observa-
ron que casi todos los filtrados de los cultivos, un
92,9%, no tenian ningun efecto sobre la germinacion
de las semillas de tomate y pepino, y en algunos ca-
sos, habian cepas que ejercieron un efecto negativo.

Efecto de Trichoderma sobre la germinacion y la
estimulacion del crecimiento de pimiento

En las plantulas crecidas en vermiculita a partir de
semillas tratadas con 7. harzianum, el porcentaje de
germinacion (Tabla 1 y Fig. 7), el peso seco (Fig. 8),
y la longitud de las plantulas fue superior al de las
no tratadas, lo que indica mayor absorcion de nutrien-
tes (Bellone et al. 1999).

El peso seco de las plantulas crecidas a partir de
semillas tratadas con 7. harzianum se increment6 sig-
nificativamente y morfologicamente presentaron un
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Tiempo (Dias) 0 12 14 16 18
Tratamiento con 7.4 0 62 78 81 95
Control 0 56 66 69 72

Tabla 1. Efecto de Trichoderma harzianum sobre la germinacion y la estimulacion del crecimiento de pimiento alo largo del tiempo.Datos

referidos a porcentaje de germinacién de 100 semillas.

Tratamientos

Control: (NT&NI)

P capsici: (NT&I)

T. harzianum + P capsici: (T&I) “macetas”

T harzianum + P capsici: (T&I) © invernadero”
T. harzianum: (T&NI)

Podredumbre causada por P. capsici
0,00 a 0%
5,00 ¢ 100%
325D 65%
4,00 ¢ 80%
0,00 a 0%

Tabla 2. Efecto del tratamiento de Trichoder ma harzianum sobre la podredumbre causada por Phytophthora capsici, en plantas de pimiento
cultivadas en suelo. Evaluacion realizada usando una escala graduada de O (ningln sintoma) a 5 (planta muerta). Los valores de |la podre-
dumbre son las medias por plantay tratamiento, obtenidos mediante agrupaciones de |os resultados de las tres repeticiones de cada trata-
miento en las 48 plantas. Las medias seguidas por las mismas letras no son significativamente diferentes segin el test LSD a P = 0,05.
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Figura 6. Efecto del filtrado de Trichoderma harzianum (F. Th) respecto a control del efecto del medio de cultivo (F. PDB), sobre la

germinacion de las semillas de pimiento.

color mas verde en comparacién con el de las semi-
llas no tratadas. Leeman et al. (1995) y Kim et al.
(1997), obtuvieron una cosecha superior al tratar las
semillas de rabano con Pseudomonas fluorescens
WCS374 y semillas de trigo tratadas con microorga-
nismos antagoénicos, respectivamente.

Este incremento y el cambio fisio-morfolégico de
las plantulas parece que varian segun las comunida-
des microbianas asociadas a la rizésfera, la especie

de la plantula, tipo de sustrato y practicas culturales
(Yang & Crowley 2000). A pesar de que los inocu-
lantes ya se empezaron a usar desde hace tiempo, falta
mucho por conocer sobre como actuan las diferentes
especies en el biocontrol y la absorcién y/o produc-
cion de nutrientes (Ongena et al. 2000). Los fendme-
nos en la rizésfera son complejos y esta diferencia
entre los tratamientos es dificil de explicar. Sin em-
bargo, es probable que las exudados de las raices
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Figura 7. Porcentaje de germinacion de semillas tratadas con Tri-
choderma harzianum (T.h.). El control (Cl) consiste en semillas
sumergidas en solucion de sacarosa a 3%.

varien segun el sustrato donde crecen las plantas y
esa variacion tenga un efecto sobre la fisiologia de
las PGPR (Plant Growth Promotion Rhizobacteria) o
rizobacterias promotoras del crecimiento de la plan-
tas, y como consecuencia una eventual produccion por
estas de moléculas con funcidén de fitohormonas
(Marc Ongena com. pers.), o por su capacidad de
solubilizar algunos minerales para la planta.

No sélo los microorganismos ejercen su efecto
sobre la planta, sino que ésta también actua, a través
de sus exudados, determinando la composicion de la
comunidad rizosférica, incluso en las diferentes zo-
nas de las raices varian las estructuras y las especies
de la comunidad rizosférica. Por ejemplo, en las rai-
ces nuevas se ubican preferentemente microorganis-
mos que utilizan azucares facilmente degradables y
acidos organicos. En cambio, en las raices antiguas,
predominan bacterias y hongos adaptados a condicio-
nes oligotréficas y capaces de degradar compuestos
mas resistentes como lignina y hemicelulosa (Yang
& Crowley 2000).

Evaluacion del efecto de tratamiento de T. harzi-
anum cultivado en vermiculita sobre la «tristeza»
causada por P. capsici

De los resultados obtenidos con los dos tipos de ino-
culacion con el patdogeno, con zodsporas o con ver-
miculita infectada, la mejor técnica de infeccion es
la desarrollada por nosotros, con P. capsici crecido
en vermiculita. Ello se debe a que la vermiculita con
PDB es un medio en el que el patégeno se encuentra

5,8
56 -
54 -
52 -

Peso seco (mg)

4,8 4
4,6

AMARRNNNNN

cl

—
>

Figura 8. Peso seco, expresado en mg. de pléantulas crecidas a partir
de semillas tratadas con Trichoderma harzianum (T.h.). Cl: con-
trol.

en forma micelial y plena actividad virulenta, mien-
tras que las zodsporas de P. capsici, aunque se adi-
cionen a la rizosfera de la planta en condiciones fi-
siologicas optimas de crecimiento en el laboratorio,
el indculo pierde agresividad, tal vez por factores
ambientales o debido al estrés sufrido al pasar las
zoosporas de un sustrato reducido al suelo.

El inoculo de T. harzianum utilizado para el tra-
tamiento de las plantas fue el preparado en medio
Avy3, que resulté mas economico, facil de preparar
y usar, asi como por su viabilidad, abundancia y ra-
pido crecimiento (una semana). Pero sobre todo, por
su alto grado de inhibicion contra el desarrollo de la
podredumbre causada por P. capsici tanto en mace-
tas como en el suelo. El biopreparado Avy3, ha sido
el mejor al compararlo con vermiculita-PDB y are-
na-Czapek liquido.

Como se puede observar en la Tabla 2, el trata-
miento de las plantas con 7. harzianum, creciendo en
Avy3, redujo la enfermedad a 4,0 y 3,25, tomando 5
como maximo, lo cual equivale a una reduccion por-
centual del 22% y 56% en el suelo y en macetas res-
pectivamente. En las plantas no tratadas e inocula-
das con P. capsici, la podredumbre de la raiz alcanzé
5,0 sobre la escala usada.

El analisis de la varianza de clasificacion de ran-
gos multiples (ANOVA) mostr6 diferencias signifi-
cativas para la interaccion de dos factores (tiempo de
mortalidad y cepa antagonica). Lo mas llamativo fue
la tardanza de la aparicion de los sintomas del mar-
chitamiento en las plantas tratadas e inoculadas con
el patégeno (T&I), ya que incluso algunas plantas
llegaron a dar flores.
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En macetas el tratamiento de las plantas con Avy3,
dio un buen resultado en la reduccion de la podre-
dumbre, sin embargo los resultados de control del
patdgeno con el antagonista en plantas inoculadas con
vermiculita-PDB y arena-Czapek liquido, en suelo no
han sido tan satisfactorios. Hecho que esta de acuer-
do con Sztejnberg et al. (1987), para quienes la in-
corporacion de 7. harzianum al campo no fue efecti-
va probablemente por un inadecuada aplicacion del
antagonista o tal vez, segin Herrera Lopez et al.
(1999), el establecimiento y la reduccion de pobla-
cion de 7. harzianum en suelo puede deberse a que
el antagonista utiliza su energia en la produccion de
metabolitos secundarios mas que en su propia repro-
duccion.

Bajo esas perspectivas se confirma lo observado
por otros autores (Sid Ahmed et al. 2000, McLeod et
al. 1995, Smith et al. 1990) respecto a que la selec-
cion previa del antagonista mediante cultivos duales
es util, pero no garantiza el buen comportamiento de
ésta en invernadero. El efecto antagonista se ha visto
reducido en nuestro experimento desde, practicamente
un 100% in vitro, a entre 56 y 22% in vivo. Ante estos
resultados pensamos que una buena estrategia seria
mejorar la produccion de los biopreparados.
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