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Resumen

Las plantas de tomate deben permanecer en semillero entre 17 a 21 dias, antes de
ir definitivamente a campo y en esta etapa es frecuente observar pérdidas de éstas,
por hongos del suelo como Pythium sp, Sclerotium sp, Fusarium sp y Rhizoctonia
sp, causantes de la enfermedad comunmente llamada “Sancocho”, que se
caracteriza por una podredumbre en la base del tallo que causa la muerte de la
planta y pérdidas para el productor. El objetivo fue identificar el agente causal de la
enfermedad y comparar aplicaciones en forma liquida y solida del hongo
Trichoderma harzianum en el control de la enfermedad. Entre los hongos que se
identificaron estan Pythium sp, Rhizoctonia solani y Fusarium sp, reportados como
causantes de la enfermedad “Sancocho”. La prueba de patogenicidad se realizé con
cada uno de los 3 hongos y su combinacion, siendo el hongo Pythium sp el
causante del mayor numero de plantas enfermas (P<0,01). El control de esta
enfermedad en semillero se realizé con aplicaciones liquidas y sdlidas de
Trichoderma harzianum, y el analisis de varianza indica que no hay diferencias
significativas (P>0,01) entre las formas de aplicacion, mientras que si se
presentaron diferencias significativas con respecto al control, lo cual nos permite
concluir que Trichoderma harzianum controla los hongos de semilleros de tomate
que causan de la enfermedad independientemente la forma de aplicacion.

Palabras clave: biocontrol, semilleros, hongos del suelo, Trichoderma harzianum,
“Sancocho”.
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Abstract

Tomato Plants remains 17 to 21 days in the seedlings, being observed losses by
soils’fungi: Pythium sp, Sclerotium sp, Fusarium sp and Rhizoctonia sp, causing of
the disease "Sancocho", characterized by rotten areas in the base of the shaft or
root, causing the death of plant and losses for the producer. The objective of this
investigation was to identify the causal agent of "Sancocho" and to compare
applications in liquid and solid form of the fungus Trichoderma harzianum in its
control. The fungi Rhizoctonia solani, Pythium and Fusarium sp., reported as
causing of "Sancocho" disease. The pathogenesis test was carried out with each
one of the three fungi; Pythium sp caused the biggest number of sick plants (P
<0,01). The control of disease was carried out with liquid and solid applications of
Trichoderma harzianum and there were not significant differences (P>0,01) among
the same ones, but there were significant different regard to the control, what
demonstrates that Trichoderma harzianum is excellent bio-controller of "Sancocho"
disease regardless the application way. These results demonstrate that Trichoderma
harzianum is effective to fungi control of tomato nurseries, causing of "Sancocho"
disease.

Key Words: Biocontrol, seedlings, soils’fungi, Trichoderma harzianum, “Sancocho”.

Introduccién

En los semilleros de tomate relevancia, sobre todo, aquellas
(Lycopersicon esculentum MILL) es causadas por hongos del suelo,
muy frecuente observar pérdidas de porque son llevadas a los sitios
plantas por hongos del suelo como productores de tomate en el estado
Pythium sp, Sclerotium sp, Trujillo, y de esta manera se ha
Fusarium sp y Rhizoctonia sp, propagado en zonas donde estos
causantes de la enfermedad hongos no existian.
“Sancocho” que se caracteriza por
una podredumbre en la base del tallo En Venezuela se han diagnosticado
0 pudricién de la raiz que trae como en el cultivo de tomate diferentes
consecuencia la muerte de la plantula agentes causales de dafios en raiz y
y pérdidas para el productor (13). cuello. En estudios realizados en el
Municipio Zamora del estado Aragua
La mayor parte de los semilleros determinaron la presencia de
comerciales en el estado Trujillo Fusarium oxysporum(2). Otras
encargados de la multiplicacién de investigaciones realizadas con la
este cultivo se localizan en la zona de finalidad de diagnosticar la incidencia
Monay, Municipio Pampan, y las de enfermedades en el cultivo de
plantas se comercializan para todo el tomate en la region de Monay, estado
estado, representando este cultivo un Trujillo, detectaron la presencia de
gran aporte en la economia del estado hongos patogenos del suelo Pythium
Trujillo, asi como también para la sp Yy Fusarium sp., responsables de la
industria a nivel nacional. podredumbre del cuello y raices de la
planta de tomate (Lycopersicon
El control de las enfermedades que se esculentum. Mill (15).

presentan en semilleros es de gran
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“Sancocho” o “Damping off’ es un
término muy usado para describir la
muerte de pequefias plantulas como
resultado al ataque de algunos
hongos como Pythium ultimum,
Rhizoctonia solani, entre otros. Los
hongos que causan “Sancocho”
pueden crecer en condiciones
favorables en el suelo, los cuales son
lo suficientemente aptos como para
inhibir el crecimiento de las plantulas
(12).

Segun Pérez (14), la enfermedad *
es ocasionada por una serie de
hongos, que afectan el tejido tierno
de los tallos a nivel del suelo, pero
también puede presentarse antes de
que salga a la superficie y en algunas
ocasiones, en la unién del tallo y la
semilla. Costé (6), la destaca como la
enfermedad mas espectacular y se
conoce con el nombre de destructor
de los semilleros. Se observan en el
semillero o vivero manchas mas o
menos circulares en que las plantulas
mueren; la infeccion se propaga
mas rapidamente, cuanto mas
humedo esta el suelo; gran cantidad
de plantulas pueden desaparecer en
algunas semanas. El ataque tiene
lugar claramente en la base del cuello
y se observa por una necrosis bien
definida que produce un
estrangulamiento circular del tallo, la
corteza es destruida en toda |la
periferia, interrumpiendo la circulacion
de la savia.

En Venezuela la enfermedad fue
descrita por Pontis (11), y se presento
como un severo ataque en Sabaneta,
estado Barinas, afectando a una serie
de cultivos y semilleros.

La utilizacién indiscriminada de los
fungicidas y otros agroquimicos, han
ocasionado resistencia, contaminacion
ambiental y toxicidad, lo que ha
motivado la busqueda de otros
métodos efectivos y no perjudiciales
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para combatir patégenos de plantas; y
una de estas alternativas ha sido la
utilizacion de microorganismos
antagonicos de patogenos fungicos
del suelo, como especies de
Trichoderma (11, 13, 3).

El hongo Trichoderma harzianum,
ha sido estudiado mundialmente por
sus excelentes caracteristicas como
biocontrolador de hongos del suelo,
causantes de enfermedades en los
cultivos, por lo cual se determind la
efectividad de Trichoderma
harzianum, bajo dos formas de
aplicacion, para el control de Ila
enfermedad “Sancocho” en semilleros
comerciales de tomate (Lycopersicon
esculentum. Mill) en Monay estado
Trujillo.

METODOLOGIA
Toma de Muestra.

Para identificar el agente causal de la
enfermedad “Sancocho”, se tomaron
muestras de plantulas que
presentaban sintomas de la
enfermedad en semilleros comerciales
de tomate ubicados en Monay estado
Trujillo. Las plantulas fueron llevadas
al Laboratorio de Fitopatologia vy

Control Biolégico “Dr. Carlos Diaz
Polanco” del Nucleo Universitario
‘Rafael Rangel” para el analisis

filtopatologico.

Procesamiento de la Muestra.

Siembra en medio de cultivo.

Las plantulas enfermas se lavaron
con agua corriente, seleccionando
el area del tallo con el sintoma y
tomando entre la parte sana y
parte enferma y se dividié en
pequefios trozos de 2 mm. de
longitud, y se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 10% por
dos minutos, luego se lavaron con
agua destilada estéril, y el exceso
de agua se elimind con papel
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absorbente estéril, posteriormente
fueron colocados en capsulas de
petri con medio de cultivo Agar-
Agua-Acido Léactico AAA para su
crecimiento.

Camara humeda.

Algunos trozos de tallo y raiz de
plantulas de tomate se colocaron
en camara humeda. Este método
consiste en colocar en wuna
bandeja papel absorbente humedo
en el fondo y posteriormente una
rejilla de alambre, donde se
colocaron los trozos de tallo, para
acelerar la esporulacion de los
hongos presentes.

Purificacion de los hongos.

Al desarrollarse el hongo tanto en
el medio de cultivo como en
camara humeda, se procedido a
sembrarlo en medio de cultivo
Papa-Dextrosa-Agar PDA y se
incub6 a temperatura ambiente
(+/-25°C). Al crecer las colonias de
los hongos se pasaron a tubos de
ensayo con medio Papa-Dextrosa-
Agar PDA, para su posterior
identificacion.

Identificacion de los hongos.

La identificacion de los hongos se
realizé por medio de las claves para
hongos de Streets (3), Barnett y
Hunter (4).

Camara de crecimiento.

Para observar las estructuras
completas de los hongos se
realizaron camaras de
crecimiento, que consiste en una
capsula de petri (previamente
esterilizada), a la que se le agrega
10 ml de agua, un triangulo de
vidrio, que sirve de soporte a un
portaobjeto, donde se coloca un
cuadrado (1.5 x 1.5cm) de medio
de cultivo AAA y alli se siembra
las esporas del hongo. Se incubd
a temperatura ambiente y el hongo
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se observd cada 12 horas para
observar la disposicion de las
estructuras reproductivas.

Prueba de Patogenicidad.

Para la prueba de patogenicidad se
utilizaron semillas de tomate variedad
“‘Rio Grande” que fueron sembradas
en bandejas de aluminio con
capacidad de 1 kilogramo, utilizando
sustrato: materia organica, suelo y
arena, en una relacién 2:1:1, que fue
esterilizado  previamente en el
autoclave a 121°C.

El in6culo se prepard por separado a
partir de cada hongo, crecido en
capsulas de petri con PDA, de 14
dias de edad, el hongo se extrajo de
la superficie del medio de -cultivo
mediante raspado y se colocé en 500
ml de agua destilada y se obtuvo la
concentracion de cada hongo, a través
del contaje de esporas con la camara
de Neubauer y llevandose a una
concentracion de 1x10” esp/ml, a
través del método utilizado por French
y Hebert (9). El indculo fue aplicado a
las bandejas 3 dias antes de la
siembra, utilizandose 2 bandejas por
hongo y se sembraron 100 semillas
por bandeja. Las bandejas después
de la siembra fueron colocadas en el
vivero del NURR-Carmona y se
realizaron evaluaciones diariamente
para determinar el momento de la
germinacién 'y la aparicion de
sintomas.

Diserio experimental.

Tratamientos.

T1 = Inoculacion con Pythium sp.

T2 = Inoculacién con Rhizoctonia sp.

T3 = Inoculacién con Fusarium sp.

T4 = Inoculacién con todos los hongos
T5 = Control (aplicacion de agua
destilada estéril).

Repeticiones: 6 por Tratamiento.
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Control de la enfermedad “Sancocho”
con Trichoderma harzianum en un
semillero ubicado en Monay estado
Trujillo.

Procedencia del Trichoderma
harzianum (Th-04M).

Como biocontrolador se utilizd un
aislamiento de  Trichoderma
harzianum (Th-04M) aislado de
una plantacion de tomate de la
misma zona. Este aislamiento fue
suministrado por el Laboratorio de
Fitopatologia y Control Biolégico
“Dr. Carlos Diaz Polanco” del
Nucleo Universitario “Rafael
Rangel” Universidad de los Andes,
ubicado en Trujillo.

Produccion del

Trichoderma harzianum.
La produccién del hongo se realizé
en sustrato de arroz, para lo cual
se colocaron 100 gramos de arroz
en bolsas plasticas de alta
densidad, con capacidad de 500
ml., se aplicaron 30 mililitros de
agua destilada y se esterilizé en el
autoclave a 121°C y 15 Ib de
presion por 15 minutos;
previamente enfriado el arroz se
colocaron 2 discos de 0.6 mm
crecido en medio PDA y se incubo
a temperatura ambiente, las
bolsas se agitaron durante 3 dias
consecutivos para que el hongo se
distribuyera uniformemente en el
sustrato. Al desarrollarse
completamente en el sustrato
aproximadamente a los 15 dias,
se extendid en un mesoén por 3
dias para su secado, se envaso en
bolsas de 1 kilogramo y se llevé a
Monay para aplicarlo en un
semillero comercial donde se
presenté la enfermedad durante el
estudio.

hongo

56

Aplicacion del Hongo
Trichoderma harzianum en el
semillero.

El hongo Trichoderma
harzianum cepa (Th-04M) se
utilizé bajo dos formas de

aplicacion: Liquida y Sdlida. El
disefo experimental consistié en 5
tratamientos y 6 repeticiones por
tratamientos. Cada  repeticion
consistio en un area de 1 m x 0.5
m sumando un area total de 3
metros de largo por 1 metro de
ancho, el cual se aplicé para el
tratamiento liquido 10 gramos del
biocontrolador Trichoderma sp +
sustrato en 1 litro de agua estéril y
para el tratamiento sélido 15
gramos en sustrato de arroz
directamente al semillero con
aproximadamente 5.400 plantas
por tratamiento, las aplicaciones
se hicieron por cuatro semanas.
El analisis estadistico se realiz6 a
través del programa SPSS 11.0
para Windows.

Los tratamientos fueron:

T1: Aplicacion de Trichoderma en
forma liquida.

T2: Aplicaciéon de Trichoderma en
forma sdlida.

T3: Control (agua).

Dosis: 1500 g/ha (Hongo+Sustrato)

El semillero se evalu6 cada 3 dias,
para observar la aparicion de plantas
con sintomas de la enfermedad, estas
plantas se contaron y fueron llevadas
al laboratorio para su analisis
fitopatologico.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Aislamiento e identificacion de hongos.

Los aislamientos realizados a partir de las plantulas de tomate de los 4 semilleros
con sintomas de la enfermedad originaron colonias fungicas de diferentes colores,
las cuales fueron observadas al microscopio por medio de las claves se identificaron
10 hongos, apareciendo en ocasiones hasta 4 de ellos en la misma capsula de Petri
con medio de cultivo (Tabla 1).

Los hongos fueron identificados como Pythium sp. reconocido por producir un
micelio blanco muy ramificado y de rapido crecimiento, el micelio produce
esporangios terminales de forma esférica, y filamentosa. El hongo Rhizoctonia sp.,
su micelio es estéril y se caracteriza porque sus hifas usualmente presentan
ramificaciones y crecen casi en angulo recto de 90°; y Fusarium sp., produce un
micelio hialino, palido y produce tres tipos de esporas como microconidios,
macroconidios y clamidosporas. Ademas, se identificaron hongos como Penicillium
sp., Rhizopus sp., Aspergillus sp., Pestalotia sp., Curvularia sp y el hongo
antagonista Trichoderma harzianum. Es importante resaltar que los hongos
ubicados en las rizosfera y tallo de las plantulas no son todos causantes de la
enfermedad en los semilleros comerciales de tomate (Lycopersicun esculentum.
Mill).

Barreto y Albarran (5) en investigaciones realizadas demostraron que los hongos
mas comunes que viven en el suelo y causan danos a las plantulas pertenecen a
los géneros Pythium sp, Rhizoctonia solani y Fusarium sp siendo estos los
responsables de la enfermedad “Sancocho”. Igualmente Harman (11) encontré que
la enfermedad “Sancocho” se observa a nivel de plantulas en los semilleros de
tomate y puede ser ocasionada por los hongos Fusarium sp, Pythium sp,
Rhizoctonia sp y Sclerotium sp; sin embargo, enfatiza que es ocasionado con
mayor frecuencia por Fusarium sp; lo que no coincide con este estudio, porque de
los 4 hongos presentes el que mayormente causd muerte de plantulas en la prueba
de patogenicidad fue Pythium sp

Prueba de patogenicidad. analizadas en el laboratorio y se
En la prueba de patogenicidad los detecto la presencia de Rhizoctonia,
primeros sintomas de la enfermedad Fusarium y Pythium. Las plantulas
aparecieron a los 7 dias después de la usadas como control no desarrollaron
siembra, observandose dafios en la sintomas de la enfermedad (Grafico
base del tallo, debilitamiento general 1).

de las plantulas y un amarillamiento

de las mismas, similares a los Aplicacion  del  Trichoderma
observados en el campo. La harzianum en el campo.

enfermedad se presentd con mayor

agresividad en las plantulas con 1y 2 A través de aplicaciones de
hojas verdaderas a los 7 dias después Trichoderma harzianun, tanto en
de la siembra, estas plantas fueron forma Liquida como Sdélida, para

57



ACADEMIA - VOL. VI. (12) 52 - 61 - Julio - Diciembre 2007

controlar hongos del suelo que causan
la enfermedad “Sancocho” en
semilleros de tomate, se pudo
comprobar que no existen diferencias
significativas (P>0.01) entre estos dos
métodos de control, sin embargo, si
existen diferencias significativas con
respecto al control (Tabla 2). Este
resultado coincide con investigaciones
realizadas por Fernandez-Larrea (8)
quien demostré la aplicaciéon en
forma liquida del biocontrolador
Trichoderma al suelo y semilleros,
reduce las enfermedades causadas
por los hongos en los cultivos de
tomate, tabaco y pimenton, sin
embargo la aplicacion en forma sélida
tiene mejor permanencia en el suelo y
disminucion de plantas enfermas.
Stefanova (13) comprobo la
efectividad del biopreparado de
Trichoderma sp., para el combate del
“‘Damping off’ post-emergente y la
pudricién en collar, originados por
Alternaria solani en tomate
(Lycopersicon esculentum. Mill). El
género Trichoderma es el
antagonista mas utilizado para el
control de enfermedades de plantas
producidas por hongos, debido a su
ubicuidad, facilidad para el aislamiento
y rapido crecimiento en un gran
numero de sustratos, ya que no
atacan plantas superiores.

Conclusiones

En los semilleros comerciales de
Monay, son comunes los hongos
Pythium sp, Rhizoctonia sp vy
Fusarium sp causando la enfermedad
“Sancocho”, principal enfermedad de
plantulas de tomate.

7. Harman, G. E. 1999.
Trichoderma harzianum, T.
viride, T. koningil, T. hamatum.
(Deuteromycetes:  Morieliales).
Cornell  University. Geneva.
(SANINET). Ecuador. 1-6p.
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El hongo biocontrolador Trichoderma
harzianum es efectivo para controlar
la enfermedad “Sancocho” en
semilleros de tomate tanto en forma
liquida o sdlida, disminuyendo el
numero de plantulas enfermas.
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Tabla 1. Procedencia e Identificacion de hongos encontrados en los semilleros

comerciales de tomate en Monay estado Trujillo.

Hongos S. El S. El S. Santiago S. Super
identificados Campo Guajiro (S.3) Planta
(S.1) (5.2) (S.4)
Pythium sp X X - X
Rhizoctonia X X X X
solani
Fusarium sp X X -—- X
Fusarium X X - X
oxysporum
Penicillium sp - X X -
Rhizopus sp X --- X -
Pestalotia sp X --- X -
Curvularia sp - X X —
Aspergillus sp X X X X
Trichoderma sp - X X X

Tabla 2. Evaluacion semanal del 7Trichoderma harzianum para el control de la

enfermedad “Sancocho o Damping off” en un Semillero Comercial de tomate.

N° de semanas TRATAMIENTOS
Control Trichoderma Trichoderma
Liquido Solido
Plantas sanas
1 - - -
2 30 56 50
3 9 27 29
4 1 8 9
Total 40 91 88
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Grafico N° 1. Numero de plantas enfermas en la prueba de patogenicidad con
los hongos Fusarium sp, Rhizoctonia sp, Pythium sp y la
combinacion de los tres (FRP)
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