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RESUMEN

En las plantaciones de zabila Aloe vera L. del estado Falcon - Venezuela, se han
observado, problemas fitosanitarios, ocasionados por hongos y bacterias, entre estos
fitosanitarios se destaca Sclerotium rolfsii Sacc. Se investig6 a nivel in vitro la capacidad
inhibitoria de tres aislamientos nativos de Trichoderma harzianum, Rifaii en zabila sobre
S. rolfsii, usando la técnica de enfrentamiento dual en placas Petri, sobre un disefio
completamente aleatorizado. Se emplearon 4 tratamientos y 5 réplicas, los tratamientos
fueron: S. rolfsii vs Th4, S. rolfsii vs Th57, S. rolfsii vs Th59 y un control, S. rolfsii S.
rolfsii vs disco de agar estéril. Se comprob6é que los tres aislamientos presentaron
buena capacidad antag6nica para inhibir el crecimiento micelial del patégeno (50-90%),
y de inhibicibn de la formaciéon de esclerocios (86%), ubicandose en la escala 2
(agresiva) Los resultados indican que estos aislamientos poseen potencialidades para
el control biol6gico de Sclerotium rolfsii Rifaii.

Palabras clave: Zabila, Trichoderma harzianum, Sclerotium rolfsii, Control biologico.
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USE OF Trichoderma harzianum Rifaii FOR BIOLOGICAL CONTROL OF
Sclerotium rolfsii Sacc. IN ZABILA (Aloe vera L.).

ABSTRACT

In the plantations of Falcon state have been observed phytosanitary problems caused
by fungi and bacteria, among these phytopathogens, Sclerotium rolfsii is relevant. The
inhibitory capability of three native isolates of Trichoderma harzianum against S. rolfsii
was investigated at in vitro conditions, using the dual facing technique in Petri dishes,
following a totally randomized design. Four treatments and 5 replications were used.
The treatments were S. rolfsii vs Th4, S. rolfsiivs Th57, S. rolfsiivs Th59 and a control
treatment, S. rolfsii S. rolfsii vs sterilized agar dish. The three isolates showed good
antagonistic capability for inhibiting micelial growing of the pathogen, about 50 to 90%
and inhibition of sclerotios formation, about 86%. Besides, the isolates were considered
in the scale 2 of aggressively. The results indicate that the isolates have potentialities for
the biological control of Sclerotium rolfsii Rifaii.

Key words: Zabila, Trichoderma harzianum, Sclerotium rolfsii, biological control.

INTRODUCCION

La zabila Aloe vera L. es una planta suculenta de multiples aplicaciones terapéuticas y
de importancia socioeconémica para las regiones aridas y semiaridas de Venezuela,
esta especie cuenta con caracteristicas particulares que hacen que sea un cultivo
productivo en condiciones donde prevalecen la baja fertilidad y escasez de agua, de alli
que surgen nuevas propuestas para el logro sustentable y eficiente de dicho rubro en el
estado Falcén.

En base a lo anterior surgié la iniciativa del “Proyecto Bolivariano de Produccién y
Procesamiento de Zabila”, enmarcado en el convenio China- Venezuela para el afo
2009, el cual gener6 un aumento de la superficie sembrada, encontrandose para ese
ano una superficie de 5200 ha, (Pifa et al, 2009) y para el afio 2012, se increment6 en
10.000 ha, segun estadisticas del ultimo Censo Agricola (2012).

Es importante destacar, que la zabila es un cultivo que a pesar de poseer ciertas

ventajas en comparacién a otros cultivos por su gran adaptabilidad a condiciones de
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sequias no escapa de las enfermedades graves que producen los microorganismos
(Pelczar et al. 1997).

Con la incorporacién de estas nuevas areas de siembra se ha incrementado el ataque
de microorganismos fitopatbgenos que pasaron a ser una limitante de relevante
importancia para la produccion de dicho cultivo en esta zona. La problematica no solo
afecta el rendimiento y la permanencia de las plantas en campo, ademas es una
limitante para extender sus éareas de siembra y también los ingresos para los
productores, que son seriamente afectados (Romero et al., 2004)

Es de enfatizar, las pocas referencias y disponibilidad de investigaciones acerca del
control sobre los microorganismos fitopatégenos en el cultivo de zabila. Asi como
también, las fallas en la utilizacion de los métodos de control eficientes y que ademas le
permitan al productor tener alternativas de manejo (Romero et al., 2004, Gutiérrez,
2009).

Las enfermedades que tiene mayor incidencia en el cultivo de zabila es causada por el
hongo patégeno del suelo Sclerotium rolfsii Sacc., el cual ocasiona pudriciones del tallo
y raices, que pueden producir la pérdida total de la planta. La supervivencia del
patdgeno en el suelo es de extrema importancia epidemiolégica y esta relacionada a la
formacién de esclerocios, que permanecen viables por varios anos, en condiciones de
baja humedad con amplio rango de pH y temperatura (Polanco y Castro, 2005).

Una alternativa de control para este hongo del suelo es el uso del método biolégico, con
la aplicacion de hongos antagonistas como lo sugiere Anzola (2008).

Un biocontrolador ampliamente utilizado en la agricultura es el hongo Trichoderma
harzianum Rifaii, es un eficiente controlador biolégico que esta siendo ampliamente
utilizado en la agricultura como agente de biocontrol debido a su habilidad para
colonizar sustratos rapidamente, inducir resistencia sistémica adquirida en plantas,
promover el crecimiento vegetal y poseer actividad antagonista contra un amplio rango
de hongos patdgenos. El efecto inhibitorio de sus antibidticos y la degradacién de
componentes de la pared celular de patégenos de plantas, es citado como aspecto
importante de su actividad antagonista (Tovar, 2008, citado por Rojas, 2012).
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En la actualidad el control biol6gico de las enfermedades de plantas causadas por
hongos del suelo ha tomado una trascendental importancia, esto debido a la limitante
en cuanto a la utilizacién de productos quimicos que tiene efectos sobre la salud de
aplicadores y consumidores, y contaminacion de los recursos ambientales como agua,
suelo y atmosfera que alteran la estructura de muchas plantas; en este particular, se
prohibe su aplicacion en el rubro de la zabila ya que altera la estructura molecular de la
misma.

En respuesta a esto se ha limitado el uso de plaguicidas y se estan desarrollando
programas de manejo integrado de las enfermedades en los que se da prioridad a uso
de métodos de control no contaminante (Duran y Lopez, 2001).

En este sentido, el objetivo de la presente investigacion fue comprobar en condiciones
in vitro la capacidad inhibitoria de tres cepas nativas de T. harzianum sobre S. rolfsii.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Investigacidon y Servicios de
Sanidad Vegetal (LINYSSAV) del Area de Cs del Agro y del Mar de la Universidad
Nacional Experimental Francisco de Miranda.

Para evaluar el control biolégico del hongo Fitopatégeno a nivel in vitro, se utilizaron
tres aislamientos de T. harzianum, codificadas como Th4, Th57 y Th59 conservados en
el LINYSSAV, estudios realizados han mostrado que estos aislamiento tienen mayor
actividad inhibitoria para hongos de suelo.

En la tabla 1, se muestra parte de la coleccién de hongos antagonistas, que aparecen

identificados con su cédigo, procedencia y hospedantes.
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Tabla 1. /dentificacion de los aislamientos estudiados.

Codigo | Procedencia de los aislamientos Localidad

Aislado de la rizosfera de A. vera.| Sector Las Ventosas Municipio
Th 4 | (Coleccién de hongos antagonista del | Colina Estado Falcon.
LINYSSAV.

Aislado de la rizosfera de A. vera. | Sector Térrales parroquia Guzman
Th57 | (Coleccion de hongos antagonista del | Guillermo del Municipio Miranda
LINYSSAV. Estado Falcon.

Aislado de la rizosfera de A. vera.| Sector El Trigal Municipio Colina
Th 59 | (Coleccion de hongos antagonista del | Estado Falcon.
LINYSSAV.

La determinacion de la capacidad antagénica de T. harzianum hacia S. rolfsii, se realizé
de acuerdo a la metodologia del cultivo dual empleada por Rojas (2012), Velazquez
(1996) y Montealegre y Henriquez (1990). Para la confrontacién dual se emplearon
placas Petri (9 cm) con medio de cultivo agar-papa-dextrosa (PDA), en las que se
colocaron discos de agar de 10 mm de diametro, uno con el aislamiento de S. rolfsii y
otro con el aislamiento de T. harzianum, los que fueron tomados de la periferia de
colonias de 7 dias de crecimiento. Los discos se colocaron distanciados a 6 cm, y en
forma simultanea.

Los tratamientos se conformaron de la siguiente manera: 1. S. rolfsiivs Th4, 2. S. rolfsii
vs Th57, 3. S. rolfsii vs Th59 y 4. Control (S. rolfsii vs disco de agar estéril), bajo un
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disefio completamente aleatorizado con 5 réplicas. Las placas se incubaron a una
temperatura de 28-30°C. Las mediciones de las variables objeto de estudio se
realizaron a partir de los 4 dias hasta los 21 dias.

Las variables estudiadas fueron: Inhibicién del crecimiento micelial, Inhibicion de la
formacién de esclerocios de S. rolffsii, cuantificando la cantidad producida por capsulas
de Petri. Agresividad de los aislamientos de Trichoderma frente a S. rolfsii.

Inhibicion del crecimiento micelial.

Para evaluar el grado de antagonismo, se medié el porcentaje de inhibicién del
crecimiento micelial siguiendo la misma metodologia realizada por Velazquez (1996)
Griman (2002), Martinez (2009) y Rojas (2012). El procedimiento fue el siguiente:

En el cultivo dual Sclerotium -Trichoderma, se consider6 como 100% la formacién de
esclerocios en el tratamiento testigo. Para medir el crecimiento micelial del hongo se
utilizo una regla milimetrada, con los valores obtenidos se procedié a calcular el

porcentaje de inhibicién aplicando la siguiente férmula:

IC =100 (CTo-CTn)/CTo

Donde:

IC = % de inhibicion del crecimiento

CTo = Crecimiento del tratamiento testigo

CTn = Crecimiento del tratamiento con la cepa del hongo control.

El porcentaje de inhibicién se medira a los 4, 6 y 9 dias de confrontacion.

Inhibicidon de la formacion de esclerocios de S. rolfsii, cuantificando la cantidad
producida por capsulas de Petri.

Para el calculo de la inhibicién de la formacién de esclerosios de S.rolfsii, se considero
como 100% la formacién de esclerocios en el tratamiento testigo. Con la lupa
estereoscoépica se cuantifico las estructuras de resistencia y se calculo la cantidad
promedio formados por cépsula petri, esta formacion de esclerocios se calculd
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trascurrido los 21 dias y con los valores obtenidos se procedi6 a determina el

porcentaje de inhibicién, a través, de la siguiente férmula:

IFE =100 (ETo - ETn)/ ETo

Donde:

IFE = % de Inhibicién de la formacién de esclerocios

ETo = Esclerocios formados en el tratamiento testigo.

ETn = Esclerocios formados en el tratamiento con la cepa del Antagonista

Agresividad de los aislamientos de Trichoderma frente a S. rolfsii.

Se estudio la velocidad y capacidad de los aislamientos de Trichoderma de sobrepasar
el area de contacto entre los hongos, colonizar y eliminar el micelio de la colonia de S.
rolfsii en la capsula de Petri. Se determiné por medio de la escala de Bell modificada.
Escala de Bell:

Clase 1-Trichoderma cubre mas de dos (2) tercios de la superficie del medio antes del
contacto hifal y crece sobre el patbgeno hasta colonizar casi toda la placa.

Clase 2-Trichoderma cubre al menos de dos (2) tercios de la superficie del medio antes
del contacto hifal y crece sobre el patégeno.

Clase 3- Trichoderma coloniza el 50 % o mas del medio antes del contacto hifal pero no
crece sobre el patégeno.

Clase 4- El patégeno coloniza al menos, del 50 % y ningln organismo aparece
dominando al otro.

Clase 5- El patdégeno crece sobre el antagonista.

Bell et al (1982) considera un aislamiento antagonista si se encuentran en las clases
menor o igual a 2 y no antagonista si esta en las clases igual 3 6 mayor a 3.

La medicion se realiz6 hasta los 21 dias y se considera como un aislamiento

antagonista muy agresivo si se encuentra en la clase 1, antagonista agresivo si esta en
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la clase 2, antagonista poco agresivo si es en la clase 3, antagonista no agresivo si esta
ubicado en la clase 4 y no antagonista en la clase 5.

Para comparar los tratamientos en cuanto a las variables estudiadas se realizaron
Andlisis de varianzas clasificacion simple y la Prueba de Rangos Mdltiples de Duncan, a
través del programa estadistico SAS (2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Fig. 1 se presentan los porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial (ICM)
para los dias 4, 6 y 9. El valor mas alto de ICM, para el noveno dia se presentd en el
aislamiento Th57 (82,9%), seguido por Th59 (79,6%); sin embargo, no se presentaron
diferencias significativas entre los diferentes aislamientos.
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Figura 1. Porcentaje de Inhibicion del crecimiento micelial de S. rolfsii, durante

los tres dias de medicion.

Los aislamientos no presentaron una evidencia clara de antagonismo por antibiosis,
debido a que no se mostré una zona de inhibicion antes del contacto de las hifas entre
los dos microorganismos en enfrentamiento; sin embargo, manifestaron actividad
parasitica, ya que una vez que se dio el contacto hifal entre los dos hongos, el

antagonista fue quien logré colonizar y destruir hifas del hongo fitopatégeno. Esto fue
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reportado por primera vez en por Weinding (1932), quien destaca las habilidades
micoparasitas de este hongo, donde el antagonista localiza al patégeno y se enrolla
alrededor de las hifas de este provocando su muerte. Referencia que ha servido como
antecedente para realizar investigaciones del Trichoderma como controlador de
enfermedades fungosas (Cook y Baker, 1989).

Los resultados obtenidos son similares a los informados por otros autores, como
Montealegre et al. (1990), Velazquez (1996), Griman (2002), Martinez (2009) y mas
recientemente Rojas (2012), quienes destacan que los aislamientos que estudiaron de
T. harzianum, no presentaron una evidencia clara de antibiosis antes de que se diera el
contacto entre las hifas, ya que no se llegd a reducir el diametro de la colonia de S.
rolfsii ni se marcé una zona clara de inhibicién, y que por el contrario, al darse el
contacto hifal fue que se demostr6 este mecanismo, tanto por competencia como
hiperparasitismo. De este modo, se sustenta la capacidad de los aislamientos
estudiados de T. harzianum para parasitar y destruir exitosamente hifas del hongo S.
rolfsii.

Transcurrido los 21 dias de confrontacion de los diferentes aislamientos con el hongo
fitopatdgeno, se observo la formacion de esclerocios, el tratamiento control desarrolld
un numero promedio de 200 esclerocios, y en el caso de Th59 fue de 34 esclerocios, 32
esclerocios Th4 y 28 esclerocios en Th57.

Estos resultados permitieron calcular el porcentaje de inhibicibn de formacion de
esclerocios que se refleja en la Tabla 3, donde se evidencia que los aislamientos de
Trichoderma obtuvieron resultados satisfactorios, ya que el nivel de esta variable estuvo
entre 83 a 86% de inhibicién, y no presentaron diferencias significativas entre si. S.
rolfsii solo logré un porcentaje de formacién de estructuras de resistencia de 14-17%,
guedando demostrado el nivel de efectividad de T. harzianum para inhibir la formacion y

desarrollo de los esclerocios.
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Tabla 3. Inhibicion de la formacion de esclerocios de S. rolfsii por T. harzianum.

. Formacion de Inhibicion de formacion de
Tratamientos . .
esclerosios esclerosios (%)
S. rolfsiivs Th4 32 84 a
S. rolfsiivs Th57 26 86 a
S. rolfsiivs Th59 34 83 a
S. rolfsii vs disco de
agar estéril 200 -

Medias con letras iguales en las columnas, no presentan diferencias para p<0,05

El nivel de efectividad de T. harzianum para inhibir la formacion y desarrollo de los
esclerocios fue exitoso, resultados que se relacionan con los obtenidos en otras
investigaciones, tal es el caso de, Jiménez (2004), Flores et al. (1999), Martinez (2009)
y Rojas (2012), donde los aislamientos en estudios arrojaron datos de gran importancia,
puesto que el porcentaje de inhibicién de estas estructuras de resistencia fue positivo,
ya que estuvieron cerca de los valores deseables, es decir el 100% de inhibicién.

Es valido enfatizar, que estas estructuras de resistencia, por parte de los patégenos,
traen consigo pérdidas considerables a nivel de produccion y dificultan su control. La
capacidad de estas estructuras de permanecer latentes en el suelo por mucho tiempo
les permite la sobrevivencia en condiciones adversas, durante largos periodos;
brindandole asi, condiciones favorables para que germinen e infecten los tallos a nivel
del suelo o formen apotecios, cuyas ascosporas al ser dispersadas pueden llegar a
producir infecciones en la parte aérea de la planta (Cundon et al., 2000).

En la figura 2. se presentan los resultados de la determinacién de la agresividad de los
aislamientos de T. harzianum, similares a los obtenidos por Martinez (2009) y Rojas
(2012), donde los aislamientos se ubicaron en la clase 2 de la escala de Bell, es decir,

aislamientos agresivos al ser enfrentadas con el patégeno.
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Figura 2. Enfrentamiento dual de los 3 aislamientos de T. harzianum frente a S.

rolfsii a los 9 dias.

CONCLUSIONES

Los aislamientos Th4, Th57 yTh59 de T. harzianum presentaron buena capacidad
antagonica para inhibir el crecimiento micelial del patégeno, alrededor de 50 a 90% e
inhibieron la formacién de esclerocios, hasta 86%.

Todos los aislamientos se ubicaron en la escala 2 (agresiva), demostrando sus
potencialidades para el control biol6gico de S. rolfsii Rifaii.

Por lo tanto, se recomienda realizar estudios a nivel de umbraculo y de campo de los
aislamientos de Trichoderma harzianum Th4, Th54 y Th59, en el cultivo de zabila, y que
permita determinar su efectividad en condiciones no controladas, para dar respuesta a

los problemas fitosanitarios que presentan los productores del estado.
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