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RESUMEN

Se estudio € efecto de Trichoderma harzianum R. sobre poblaciones de bacterias, hongos y actinomicetos
que viven en larizosfera de cultivos de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) y papa (Solanum tuberosumLin.),
asi como su influencia sobre algunos pardmetros del crecimiento vegetativo. En ambos cultivos no se observaron
diferencias significativas (p < 0,05) en cuanto a nimero de bacterias y hongos totales entre |la variante tratada y
sin tratar con Trichoderma harzianum R. Se obtuvieron poblaciones de Azotobacter significativamente superiores
en lavariante tratada, no asi paralos actinomicetos, donde € niimero mayor se encontré en la variante sin tratar.
En cuanto alainfluencia de T. harzianum sobre el crecimiento vegetativo, se alcanzaron incrementos significati-
vos para la masa fresca de la planta, la aturay €l didmetro del tallo, sdlo en € cultivo del tomate.
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INTRODUCCION

Lapartedel suelo cercanaalasraicesy afectada directamente por su actividad se deno-
mina rizosfera, es la zona biol 6gicamente mas activa, donde se produce € contacto direc-
to delaplantacon el suelo, tienen lugar procesos importantes de lanutricion y acttan todos
los factores que gjercen su efecto inmediato sobre las raices (Mayea, 1989).
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Segun Ferndndez y Novo (1988), en larizosfera habitan microorganismos, tanto bene-
ficiosos, como perjudiciales paralanutricién y la salud de las plantas, por ende, una alte-
racion del equilibrio biolégico en esta zona, causada por agentes biéticos o abidticos, debe
incidir en su normal desarrollo.

La sustitucién de productos quimicos en la agricultura por biopreparados para el con-
trol de enfermedades producidas por insectos y microorganismos patdégenos, es un paso de
avance en el establecimiento de una agricultura més ecolégica. Sin embargo, se le hares-
tado importancia al estudio del efecto de |os biopreparados, que en su mayoria estén cons-
tituidos por microorganismos entomopatdgenos y antagonistas, sobre la entomo y/o micro-
fauna benéfica de larizosfera.

El uso de Trichoderma spp. para e control de enfermedades fungosas, es hoy dia una
préctica generalizada en la agricultura cubana. Su empleo se justifica por las relaciones
antagonistas que establece fundamentalmente, con los hongos fitopatégenos que viven en
el suelo, ademés de la influencia que ejerce sobre el crecimiento vegetativo de algunas
plantas de importancia econémica (Windham et al., 1986, Andreu et al., 1992).

Teniendo en cuenta las propiedades antagonistas atribuidas a Trichoderma harzianum
R. y alaimportancia que tiene la comunidad microbiana rizosférica en l0s procesos nutri-
tivos, bioquimicos y en la resistencia a enfermedades, se estudio el efecto de este biocon-
trol sobre las poblaciones de bacterias, hongos y actinomicetos de la rizosfera de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) y papa (Solanum tuberosum Lin.), asi como su influencia
en el crecimiento vegetativo.

MATERIALY METODOS
Montaje del experimento

El experimento se realiz6 en macetas de 25x50 cm, con sustrato procedente del hori-
zonte A de un suelo Fluviosol (cuyas caracteristicas quimicas aparecen en la Tabla 1) per-
teneciente ala Estacion Experimental del Instituto de Investigaciones Agropecuarias “ Jorge
Dimitrov”; sobre el cua se plantaron tubérculos y posturas de los cultivares Cosmos y
Campbell 28 de las especies Solanum tuberosum L. y Lycopersicon esculentum Mill., res-
pectivamente.

Lainvestigacion consistio en € estudio de dos variantes experimentales en cada culti-
vo. Variante |: tubérculos de papa o posturas de tomate, sumergidos durante 15 min. en una
suspensién de titulo 106 conidias de Trichoderma harzianum R./ml de agua destilada esté-
ril (INISAV, 1995) y variante I1: tubérculos de papa o posturas de tomate tratados durante
15 min. con agua destilada estéril solamente. En cada cultivo se utilizaron nueve macetas
por tratamiento; sobre las cuales se plantaron tres plantul as de tomate de 20 dias de edad o
tres tubérculos de papa, para un total de 27 plantas por tratamiento. Las macetas se distri-
buyeron mediante un disefio completamente al azar.
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TABLA 1

CARACTERISTICASQUIMICASDEL SUELO
Chemical characteristics of the soil

Pof.  MO.  Op, K, PH Cationes (mE/100g) CccB CCC

0-15 394 3346 1533 710 650 024 098 206 258 2440 24,70

Prof.: Profundidad (Deep).

M.O.: Materia organica (Organic material).

CCB: Capacidad de cambio de bases (Bases changes capacity).
CCC: Capacidad de cambio catidnico (Cationic change capacity).

Técnica para la cuantificacion de los microor ganismos

A los 35 dias posteriores a la plantacion se procedié a la cuantificacion de los micro-
organismos rizosféricos de | as especies vegetal es estudiadas, paralo cual, se tomaron cinco
plantas al azar por tratamiento, se sacudieron cuidadosamente, el suelo superficial se mez-
cl6 hasta homogenei zar, se pesaron 10 g de suelo y se trituraron agregandole 20 ml de agua
destilada estéril. La solucion se vertié en erlermeyers 'y se le afiadieron 70 ml de agua, se
agitaron durante 20 min. y se realizaron las diluciones. Se inocul6 1 mi/placa Petri de la
dilucién 10-5 sobre los medios de cultivo Ashby, Almidon-Amoniacal, Czapeck y Mandels-
Celulosa para determinar el nimero de colonias de Azotobacter, actinomicetos, hongos
totales y hongos celuloliticos respectivamente, se vertié 1 ml/placa Petri de la dilucion
106 para determinar el nimero de bacterias totales crecidas sobre Agar-Nutriente. Se incu-
baron durante 72 h los hongos, 48 h las bacterias y 14 dias |os actinomicetos a 25 °C.

El nimero de colonias/placa Petri se multiplicd por ladilucién alacua seinoculé. Se
determiné el porcentaje de humedad del suelo (método gravimétrico) y se calcul 6 €l nime-
ro de microorganismos por gramo de suelo seco através de la siguiente formula:

N.° Colonias/trat. x 1 g de suelo himedo

N.° de Microorg./g de suelo seco =
¢ MICTOOTG g dE SUEI0 8500 = —2nt. de suelo seco en 1 g. de sudlo

L os géneros de hongos se identificaron mediante la clave de Barnett (1960), y se deter-
mind su frecuencia de aparicion, considerdndose cada placa Petri, como una unidad de
estudio. Las diferentes clases de frecuencia fueron: clase 1: incluye los géneros que mos-
traron 1-20 % de frecuencia; clase 2: 21-40 %; clase 3: 41-60 %; clase 4: 61-80 %y clase
5: 81-100 %.

Evaluaciones fisioldgicas

En cada cultivo se evalu6é nimero de hojas, diametro (mm) y altura (cm) del tallo cada
siete dias y la masa fresca (g), a los 35 dias, de 12 plantas escogidas al azar. El didmetro
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del tallo se midi6 en el punto inferior alainsercion de la primera hoja verdadera, mientras
la altura se determiné desde € cuello de laraiz hastala yematerminal del tallo.

Analisis estadistico

Se utilizd un una prueba de t' Student para analizar estadisticamente las diferencias
entre las medias aritméticas de las dos variantes experimental es estudiadas en cada especie
vegetal; sobre la base de los indicadores evaluados. Ademéas se realiz6 una transformacion
logaritmica (log,) alos valores procedentes del conteo del nimero de microorganismos.

RESULTADOSY DISCUSION

Tanto en larizosfera de tomate, como en la de papa €l nimero de bacterias no se dife-
renci6 significativamente entre las variantes comparadas, aunque lamediafue mayor en las
variantes tratadas con conidias de T. harzianum (Tablas 2 y 3). En laliteratura consultada
no se reportan efectos antagdnicos de Trichoderma sp. sobre poblaciones bacterianas.

TABLA 2

NUMERO DE MICROORGANISMOS POR TRATAMIENTO EN TOMATE
Number of microorganisms by treatment in tomato

NUmero de microoganismos por gramo de suelo seco + DS

Organismos -

Tratadas Sin tratar
Bacterias 11 800 000 + 1 020 000 11 100 000 + 3 030 000
Azotobacter 140000+ 14140 80000+ 14 140*
Actinomicetos 204000+ 16730 276100+ 32 860*
Hongos 268000+ 15974 396000+ 11349
Hongos celuloliticos 252000+ 19626 440000+ 18275

* Diferencias significativas parap < 0,05.
Sonificative differences for p < 0.05.

L as poblaciones de Azotobacter y Actinomycetes en la rizosfera de ambos cultivos se
diferenciaron significativamente paralas variantes analizadas. L as mayores poblaciones de
Azotobacter se presentaron en las variantes tratadas (Tablas 2 y 3), donde por el contrario
se obtuvieron las menores poblaciones de actinomicetos.

Al parecer T. harzianum tuvo un efecto indirecto sobre el aumento de Azotobacter, a
disminuir significativamente las poblaciones de actinomicetos que tienen un probado efec-
to antagdnico sobre especies azotobacteriaceas. Waksman (1940), Martinez (1986) proba-
ron la accion antibiética de algunos Actinomycetes frente a Azotobacter spp. y su accién
competitiva por un sustrato comuin.
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TABLA 3

NUMERO DE MICROORGANISMOS POR TRATAMIENTO EN PATATA
Number of microorganisms by treatment in potato

NUmero de microoganismos por gramo de suelo seco = DS

Organismos -

Tratadas Sin tratar
Bacterias 10 400 000 + 2 029 000 9200 000 + 1 665 000
Azotobacter 184000+ 62200 148000+ 54 900*
Actinomicetos 220000+ 45600 330000+  40900*
Hongos 270000+ 13310 420000+ 13190
Hongos celuloliticos 430000+ 17 460 670000+ 25980

* Diferencias significativas parap < 0,05.
Sgnificative differences for p < 0.05.

Seglin Martinez (1986) el desarrollo de Azotobacter spp. se favorece en suelos donde
abundan restos vegetales ricos en celulosa, porque es capaz de asimilar sustancias forma
das en €l sustrato durante la descomposicion de este polisacérido. Por otra parte es conoci-
do € caracter celulalitico atribuido a Trichoderma (Shandu, 1985), por 1o que puede haber
aumentado la disponibilidad de sustancias nutritivas a Azotobacter en la variante tratada,
incrementando significativamente las azotobacteriaceas.

En ambos cultivos | as poblaciones de hongos no reflgjaron diferencias significativas en
las variantes estudiadas (Tablas 2 y 3); aunque en lavariante tratada con el antagonista, dis-
minuyeron las poblaciones fungicas, 1o cual puede estar relacionado con € efecto antago-
nico demostrado de este microorganismo sobre diferentes géneros fngicos.

La actividad antag6nica de T. harzianum como biocontrol de especies de hongos fito-
patégenos de importancia agricola ha sido estudiada extensivamente. SegUin varios autores
(Jeyargjan et al., 1991; Echemendia y Pérez, 1994; Pérez y Echemendia, 1994),
Trichoderma es un control bioldgico de algunos hongos fitopatdgenos que viven en el suelo
y puede ser utilizado en el combate de enfermedades que causan dafios a los cultivos eco-
nomicos de |os paises tropicales.

Enlas Tablas 4y 5, se reflgja la frecuencia de aparicion de las diferentes especies de
hongos que crecieron en los medios de cultivo Czapeck y Mandels-Celulosa. En ambos
medios la diversidad de especies flngicas y su frecuencia de aparicién fue mayor en la
variante no tratada, 1o que puede estar dado por € efecto antagénico menor de T. harzia-
num que debi6 existir en la variante no tratada donde su frecuencia de aparicion no superd
el 40 %. Entre las especies determinadas se destacan por su mayor frecuencia de aparicién
|os géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Curvularia, Cladosporiumy Trichoderma
, € cual aparecié en ambas variantes.

Al comparar posturas de tomate tratadas con una suspension de conidias de T. harzianum
con posturas Sin tratar, se obtuvieron incrementos significativos en la altura de las plantas (8-
15 %) y € diametro dd talo (7-12 p. 100) durante todos |os muestreos redizados, asi como
para e nimero de hojas (11 %) en los Ultimos muestreos (Fig. 1), sendo los valores; en todos
los casos, mayores en las variantes tratadas; 10 que se corresponde con | os resultados obtenidos
por Windham et al. (1986) en diversos cultivos; incluyendo el tomate. Similar comportamien-
to se observé en lamasa fresca de las plantas a los 35 dias de plantadas (Tabla 6).
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TABLA 4

INFLUENCIA DE Trichoderma harzianum SOBRE LAS POBLACIONES FUNGICAS
RIZOSFERICASTOTALES (EN CZAPECK)

Trichoderma harzianum influence on total rhizospheric fungal populations (on Czapeck)

Frecuencia
Organismos Tomate Patatas
Tratado Sin tratar Tratado Sin tratar

Hongo A 20 20 40 0
Aspergillus 40 80 60 60
Fusarium 40 100 40 60
Penicillium 20 80 40 60
Curwularia 20 20 0 40
Cladosporium 20 60 60 60
Stachybotrys 0 40 0 20
Trichoderma 100 20 100 40
Hongo-K 0 40 0 20
Hongo-M 0 0 0 60

Hongos A, K,M: Sin identificar.
Fungi A, K, M: Unidentified.

TABLAS

INFLUENCIA DE Trichoderma harzianum SOBRE LAS POBLACIONES FUNGICAS
RIZOSFERICAS CELULOLITICAS (EN MANDELS-CELULOSA)

Trichoderma harzianum influence on celulolitic rhizospheric fungal populations
(on Mandels-Celulose)

Frecuencia
Organismos Tomate Patatas
Tratado Sin tratar Tratado Sin tratar

Hongo A 60 60 40 20
Aspergillus 40 40 80 20
Fusarium 0 60 0 100
Penicillium 20 80 60 100
Curwularia 0 60 0 80
Cladosporium 20 40 20 0
Trichoderma 100 20 100 20

Hongos A: Sin identificar.
Fungi A: Unidentified.
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TABLAG6

MASA FRESCA EN TOMATEA LOS35DIASDE LA PLANTACION
Fresh weight in tomato at 35 days of plantation

Variante Masafresca(g) + DS  Significacion

Tratada 20,10 + 3,32 *
Sin tratar 18,62 + 2,01

* Diferencias significativas parap + 0,05.
Significative differences for p < 0.05.

El incremento del crecimiento vegetativo en lavariante tratada con T. harzianum puede
haber estado influenciado también, por el aumento de las poblaciones de Azotobacter, ya
gue se ha probado que esta bacteria, ademés de fijar dinitrégeno atmosférico, es capaz de
sintetizar sustancias fisiol 6gicamente activas (Vancura, 1961) que mediante su accién esti-
mulan la germinacion de la semillay aceleran el crecimiento de algunas especies vegeta
les, siempre que sea adecuada |a concentracion de Azotobacter en lazonade larizosferade
laplanta (Tien et al., 1979, Umail-Garcia et al., 1980). Dibut et al. (1990) obtuvieron esti-
mulacion del crecimiento de la raiz principal, la altura de la planta, €l areafoliar e incre-
mentos en la masa seca en plantulas de tomate; mediante Azotobacter chroococcum.

Alturadelaplanta mm Diametro del tallo Numero de hojas
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Fig. L—Comportamiento de los parametros del crecimiento en tomate.
Behaviour of growth parametersin tomato.
Lalongitud delabarraindica el doble del valor dela desviacion estandar.
The length of the bar indicates twice the standard desviation.
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En €l cultivo de la papa, aunque los indicadores del crecimiento evaluados en las plan-
tas tratadas, fueron superiores a las no tratadas (Fig. 2, Tabla 7), no se obtuvieron diferen-
cias estadisticas significativas, probablemente debido a alto nivel de variabilidad existen-
te en la brotacion de las plantas.

Alturadelaplanta

Didmetro del tallo

Ndmero de hojas

mm
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—&- Tratadas -l Sin tratar

Fig. 2—Comportamiento delos par&metros del crecimiento en patata.
Behaviour of growth parametersin potato.
Lalongitud delabarraindica el doble del valor de la desviacion estandar.
The length of the bar indicates twice the standard desviation.

TABLA7

MASA FRESCA EN PATATAA LOS 35 DIASDE LA PLANTACION
Fresh weight in tomato at 35 days of plantation

Variante Masafresca(g) + DS  Significacion
Tratada 12,98 + 3,17 NS
Sin tratar 12,51+ 351

* Diferencias significativas parap + 0,05.
Sgnificative differences for p < 0.05.

Laestimulacién del crecimiento observada en las plantas tratadas con suspensiones de
conidias de T. harzianum, esta en correspondencia con 1o obtenido por diversos autores
(Lindsey y Baker, 1967; Kloepper y Schroth, 1981; Chang et al., 1986), con miembros de
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lamicroflorade larizosferadel suelo, planteando que tal fendmeno puede atribuirse a con-
trol realizado por determinados microorganismos sobre algunos patdgenos, ala produccion
de metabolitos estimuladores del crecimiento vegetativo por parte de éstos, o la accion
simultanea de ambos factores.

CONCLUSIONES

La aplicacion de T. harzianum en la rizosfera de tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.) y papa (Solanum tuberosum Lin.) no afect6 significativamente (p < 0,05) la compo-
sicion cuantitativa de bacterias y hongos rizosféricos, increment6 las poblaciones de
Azotobacter y disminuyd las de actinomicetos.

T. harzianum influy6 significativamente sobre €l incremento de la masa fresca, la altu-
ray el diametro del tallo en plantas de tomate.
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SUMMARY

Effect of Trichoderma harzianum R. application on quantitative composition of
bacteria, fungi and actinomycetes in the solanaceas rhizosphere and its influence on
the vegetative growth

The effect of Trichoderma harzianum R. on bacteria, fungi and actinomycetes living in tomatoes
(Licopersicon esculentum Mill.) and potatoes (Solanum tuberosum Lin.) crop rhizosphere as well as the influen-
ce on some parameters of plant growth were studied. In both crops, not significative differences (p ( 0.05) in total
number of bacteria and fungi between treated and untreated with T. harzianum treatment were observed.
Significantly, higher populations of Azotobacter were observed in the treated variant than in the other one, it was
not the same in the actinomycetes, the higher populations were observed in the untreated variant. On the other
hand a bio-stimulant effect of T. harzianum on plant growth (fresh weigth, plan heigth and steam diameter) only
in tomatoes crop was observed.

KEY WORDS: Trichoderma harzianum
Azotobacter
Rhizosphere
Lycopersicon esculentum
Solanum tuberosum
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