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RESUMEN: El presente trabajo tuvo como objetivo establecer el momento y la dosis de aplicacion de
Trichoderma asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg en condiciones de campo, para lograr €l control
de Rhizoctonia solani Kiihn. Se evaluaron tres cepas (Ta.17, Ta.75, Ta.78) del antagonista en cuatro momentos
de aplicacion (semillero, trasplante, estrés hidrico y ahijamiento), donde |as aplicaciones en los tres primeros
momentos se realizaron al suelo y, parael Ultimo, de formafoliar. Posteriormente, |as mejores combinaciones
se evaluaron con tres dosis diferentes (3,5 x 10" (1), 3,5 x 10%2 (2) y 3,5 x 10%*(3) conidios.ha?), bgjo las
mismas condiciones. Se empled un disefio de parcelas subdivididas y sub-subdivididas para el Gltimo ensayo.
L os resultados mostraron que todas las variantes eval uadas pueden ser empl eadas como alternativas de aplicacion
en un programa de manejo del cultivo, pero se destacaron, con mayores valores de eficacia técnica (ET), las
cepas Ta.l7 y Ta.78 en la aplicacion a las posturas y en el primer estrés hidrico. La cepa Ta.78, a la dosis
minima (10 conidios.ha?), mostré una ET superior al 70% que se mantuvo en las dosis superiores evaluadas.
La dosis de 10"conidios.ha? de T. asperellum cepa Ta.78 fue efectiva para € control de R. solani, aplicada
alas posturas en lafase de trasplante y al suelo en el primer estrés hidrico en €l cultivo.
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Efficacy of Trichodermaasperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenbergin controlling Rhizoctonia
solani Kihn under field conditions

ABSTRACT: The objective of the present work was to establish the application time and dose of Trichoderma
asperellum Samuels to control Rhizoctonia solani Kihn under production conditions. Three strains (T.17,
T.75, T.78) of the antagonist were evaluated in four application times (seedbed, transplanting, first water stress
and maximum tillering), where the applications were to the soil in the first three times and to the foliagein the
last one. Subsequently, the resulting best combinations were evaluated at three doses (3.5 x 10" (1), 3.5 x
10% (2) and 3.5 x 10% (3) conidia.ha?), under the same conditions. A split plot design was used in the first
test and a split split plot design in the second. The results showed that all the evaluated variants could be used
as application alternatives in a management program of the crop, but the strains T.17 and T.78 applied to the
seedlings or in the first water stress stood out with the highest values of technical efficacy (TE). The strain
T.78 at the minimum dose (10" conidia.ha') showed a TE superior to 70%, which remained at the higher
doses evaluated The dose of 10" conidia.ha® of T. asperellum strains T.78 applied to the seedlings in the
transplanting or to the soil in the first water stress was effective to control R. solani.

Key words: hiological control, Cuba, Rhizoctonia, rice, Trichoderma.

INTRODUCCION En Cuba, constituye la base de la dieta de la pobla-
_ o . cion, cuyo consumo es de 69,5 kg anuales per capita,
Elarroz (Oryzasativa L.) es el principal alimentode |0 que la ubica entre las naciones de alto consumo. El

la tercera parte de la poblacién mundial, lo que significa  rendimiento agricola del cultivo en el pais adn es bajo,
aproximadamente 2000 millones de personas (1). muy inferior a la media mundial (2); por lo que no
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satisface la demanda interna y se requiere importar
un alto porcentaje del arroz que se consume (3).

La produccién de arroz en Cubay en el mundo se
ve afectada por varias plagas; en los Ultimos afios se
destaca el tizon de la vaina (Rhizoctonia solani Kiihn).
El aumento de la incidencia de esta plaga condujo a
la disminucién de los rendimientos entre el 20 y el
40% (4, 5, 6).

Para manejar el tizén de la vaina se emplearon
medidas culturales, sin obtener resultados satisfacto-
rios. El control mas efectivo se alcanzo con el empleo
de fungicidas quimicos, opcion que presenta desven-
tajas ecoldgicas y econdmicas: resultan agresivos al
ambiente y costosos para los agricultores, respectiva-
mente. Estas dificultades motivaron la necesidad de
introducir otras medidas de control que puedan em-
plearse solas o combinadas con los fungicidas quimi-
cosy, de esta manera, disminuir los efectos negativos
que estos implican.

Reyes (7) obtuvo resultados satisfactorios con el
uso de Trichoderma asperellum Samuels, Lieckfeldt
& Nirenberg en condiciones de cantero y seleccion6
tres cepas (Ta.17, Ta.75, Ta.78) como promisorias
para el control de este patdgeno en condiciones de
produccion.

El empleo de este antagonista en el cultivo del arroz
fue poco estudiado; sin embargo, Correa (4) plante6
que es una alternativa promisoria para el control de
patégenos en este cereal. En los dltimos afios, algu-
nos autores notificaron resultados alentadores para el
control de R. solani y otros patégenos en arroz (8,9),
pero afiadieron que resultaban aun insuficientes los
estudios sobre su efectividad en campo.

Este estudio tuvo como objetivo establecer el mo-
mento y la dosis de aplicacién de T. asperellum cepas
Ta.17, Ta.75, Ta.78 en condiciones de produccion para
el control de R. solani.

MATERIALESY METODOS

Momento de aplicacion del biopreparado de T.
asperellum abase de las cepas seleccionadas, en
condiciones de produccién

El experimento se realiz6 en la Cooperativa de Pro-
duccién Agropecuaria (CPA) «Gilberto Ledn» situada
en el municipio San Antonio de los Bafios, provincia
Mayabeque, Cuba; en el periodo de diciembre de 2006
ajulio de 2007. El suelo del sitio es Gley Vértico Tipi-
co (10), con pH 7,3 y con alta infestacion natural por
R. solani. Se empled la variedad Perla de Cuba, que

resulta susceptible al patégeno (4) en condiciones de
aniego.

Se utilizaron las cepas T.17, T.75, T.78 de T.
asperellum; para determinar el momento éptimo de
aplicacion se tuvieron en cuenta las fases de semille-
ro, trasplante, primer estrés hidrico y el periodo de
maximo ahijamiento. Durante el periodo experimental
no se realizaron aplicaciones de productos
fitosanitarios. Los momentos y las dosis de inocula-
cién se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1. Tratamientos y dosis empleados para la
aplicacion de T. asperellum en campo para el control de
R. solani en arroz./ Treatments and doses used for the
application of T. asperellumin field to control R. solani
inrice

Tratamientos Dosis

Semilla 5 x 10° conidios. g™ de semilla

Trasplante 2350 posturas.L™ (2,5 x 10
conidios.ml™)

Estréshidrico | 2,5 x 10° conidios.m

Ahijamiento 2,5 x 10° conidios.m?

El biopreparado, a base de las cepas de Trichoderma
anteriormente mencionadas, se realiz6 artesanalmente
en el Laboratorio de Micologia Vegetal (LMV). Se utili-
z6 sustrato soélido de cabecilla de arroz, al que se le
afladié agua destilada estéril y se distribuyo
homogéneamente en frascos Rux y, posteriormente,
se esterilizé en autoclave a 121°C por 30 minutos.
Después de 2 h de reposo, el sustrato se inoculé con
una suspension obtenida de cultivos puros esporulados
de siete dias, a la concentracion de 107conidios.ml*; a
continuacion se incubé a 28 + 2°C en posicién hori-
zontal hasta que el hongo colonizaray esporulara, sobre
todo el sustrato y, finalmente, se llevo al area de seca-
do. Se calculé la concentracion por gramo y se reali-
zaron los calculos correspondientes para determinar
la dosis de aplicaciéon en campo.

Para lainoculacion de las semillas se sumergieron
50 g en 100 ml de la suspension de esporas de las
cepas a la concentracion indicada (Tabla 1), por cinco
minutos; se dejaron secar al aire por 30 minutos y
luego se procedio a la siembra. En el caso de las pos-
turas, procedentes del area de semillero de la CPA, se
sumergié el sistema radicular hasta la altura del cuello
por cinco minutos, en 3 L de una suspensién de espo-
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ras de las cepas del antagonista, previamente prepa-
raday homogeneizada, a la que se le agregaron 0,5 ml
de Tween 80 por L. Las posturas se dejaron secar por
10 minutos y a continuacion se realizo el trasplante.

En el primer estrés hidrico [15 dias después del
trasplante (ddt)], se realizé la inoculacién al suelo
con la suspension de esporas de Trichoderma de las
cepas seleccionadas, de forma homogéneay usando
una asperjadora manual (MATABI) de 16 L, con bo-
quilla cénica. Por altimo, se probo el efecto del hongo
en el periodo maximo de ahijamiento (40 ddt), para lo
gue se realiz6 la aplicacién foliar de la suspension de
esporas de las cepas en las parcelas previamente
disefiadas para esta evaluacion. La aplicacion se rea-
liz6 con la asperjadora manual anteriormente sefala-
da, a baja altura, cubriendo vainas y suelo. Las
inoculaciones se realizaron de manera separada para
cada tratamiento (momento y cepa) y el trasplante
se efectud segun las normas tecnoldgicas del culti-
vo, empleadas por la CPA.

Los ensayos se montaron en parcelas de 25 m?2de
superficie, con 16 tratamientos (cuatro momentos de
inoculacion, tres biopreparados a base de las cepas
seleccionadas de T. asperellum y un testigo sin apli-
car el biopreparado), con un disefio sistematizado en
franjas de tipo parcelas divididas, con tres repeticio-
nes, donde la parcela principal se corresponde con el
momento de aplicacion y la dividida con las cepas de
los biopreparados mencionados. Las muestras se to-
maron completamente al azar, evaluando 10 macollas
dentro de la parcela por repeticién y se analizaron to-
das las plantas (enfermas y sanas) de cada macolla.
Se evaluaron cinco macollas por repeticion en el perio-
do de mayor susceptibilidad de la planta al patégeno,
entre los 60 a 90 dias de la germinacién, teniendo en
cuenta las plantas totales y enfermas. Con los datos
obtenidos se calcul6 la ET de los aislamientos, segun
la férmula de Abbott (11). Los datos en porcentaje se
transformaron mediante la expresién 2 arcsen Vp (12).
Se realiz6 un analisis de parcela dividida A x B, las
medias se compararon por la prueba de Tukey al 5%
de probabilidad con el paquete estadistico SPSS11.5
para Windows.

Dosis de aplicacién del biopreparado de
T. asperellum a base de los aislamientos
seleccionados, en condiciones de produccion

El experimento se disefidé con el biopreparado a
base de las cepas y los momentos de aplicacion se-
leccionados en el ensayo anterior. Los momentos se
evaluaron de manera separada y combinada. Se traba-
j6 en areas no tratadas previamente con suspensiones
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conidiales de aislamientos de T. asperellum, pero con
antecedentes de incidencia de R. solani, en la misma
CPA y bajo iguales condiciones de produccién. Se
establecieron 24 tratamientos: tres momentos, dos
biopreparados a base de las cepas seleccionadas de
T. asperellum y tres dosis de aplicacién 3,5 x 10 (1),
3,5 x 10%? (2) y 3,5 x 102 (3) conidios.ha!, mas un
testigo sin aplicar el biopreparado por cada aisla-
miento en cada momento, de forma intercalada, en
parcelas de 35 m? de superficie. Se utilizé un disefio
estadistico similar al ensayo anterior, pero en este
caso con parcelas subdivididas, donde las sub-
subparcelas fueron las dosis de aplicaciéon del
biopreparado, la subparcela_los biopreparadosy la
parcela principal_los momentos. La aplicacién de las
suspensiones conidiales de los biopreparados y el
procesamiento de los datos se ejecutaron de igual
forma al ensayo anterior.

Dadas las caracteristicas del montaje y la tecnolo-
gia del cultivo se dejaron franjas de 0,50 m sin sembrar
entre parcelas de los aislamientos diferentes.

RESULTADOSY DISCUSION

Momento de aplicacion del biopreparado de
T. asperellum a base de las cepas seleccionadas,
en condiciones de produccién

El andlisis no mostro interaccion entre los momen-
tos de aplicacion y las cepas (p=0,181), por lo que se
analiz6 de forma independiente el efecto de los mo-
mentos de aplicacién y las cepas utilizadas sobre la
enfermedad.

La ET fue superior al 60% en todos los momentos
de aplicacion evaluados (Fig. 1). Lainoculacién a las
posturas en el momento del trasplante mostré la mejor
respuesta con 88,85%, asi como la inoculacion en el
momento del estrés hidrico, con una eficacia superior
al 80%. Estos tratamientos no difirieron entre si nicon
relacion a los resultados de la aplicacion a la semilla,
la que no alcanzé 80% de eficacia.

Este ultimo, a su vez, no difiri6 del momento de
aplicacién al inicio del ahijamiento, tratamiento que
muestra los valores mas bajos de eficacia (64,92%) en
condiciones de campo.

El resultado en la fase de ahijamiento pudo estar
relacionado con el corto tiempo que medié entre la
aplicaciony el momento de la evaluacion. Por ser esta
una aplicacion tardia, el antagonista tuvo menor tiem-
po para adaptarse al medio y ejercer una accién de
competencia o micoparasitismo frente a los fragmen-
tos, libres en el suelo, de micelios y/o esclerocios del
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FIGURA 1. Eficaciatécnicadetrescepasde T. asperellumaplicadas en diferentes momentos parael control deR. solani en
condiciones de produccion de arroz./ Technical efficacy of three strains of T. asperellum applied at different times to

control of R. solani in rice under producction conditions.

patégeno, previo al periodo de mayor susceptibilidad
de la planta al Tizén de la vaina.

Los resultados de este ensayo sugirieron que to-
das las variantes evaluadas pueden ser empleadas
como alternativas de aplicacién en un programa de
manejo del cultivo para disminuir la incidencia de esta
enfermedad.

En campo, las cepas T.17 y T.78 de T. asperellum
alcanzaron los mejores resultados de ET, superiores
al 75% (Fig. 2). Se destacd, con el mayor porcentaje
de eficacia sobre el patégeno, la cepa T.78 con un
valor de 84,87%. La cepa T.75 presentd una eficacia
ligeramente inferior, sin diferencias significativas res-
pecto a T.17 pero si paraT.78.

Estos resultados son favorables, ya que la ET de
las tres cepas fue superior al 70%. Los mismos evi-
denciaron la relacién que existe entre la capacidad
antagonica que puede expresar el antagonista con alta
presion de seleccion en condiciones in vitro y ex vitro
(7), con los resultados en condiciones de campo, don-
de el antagonista esta expuesto a factores ambienta-
les que podrian limitar su capacidad de control, como
son las radiaciones solares y las temperaturas por
encima de los 35°C.

Los porcentajes de ET obtenidos en los diferentes
momentos de aplicacién del antagonista superaron lo
informado por diversos autores que emplearon otras
especies y aislamientos de este antagonista, pero estas
diferencias podrian estar dadas por la dosis de aplica-

ESx =0,99*

a

ab l
T. 17 T.78
Cepasde T. asperellum

Medias con letras diferentes difieren significativamente,
segln Tukey (p<0,05)

100,04
90,0
80,0
70,01
60,0
50,0
40,0
30,07
20,0
10,0+
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b

T.75

FIGURA 2. Eficaciatécnicadetrescepasde T. asperellum
inoculadas en diferentes momentos de aplicacion para el
control de R. solani en condicionesde produccién dearroz./
Technical efficacy of three strains of T. asperellum applied
at different times to control of R. solani in rice under
production conditions.

cién del antagonista y/o la efectividad de los aislamien-
tos seleccionados.

Asi por ejemplo, Mathivanan et al. (8) notificaron
una ET de 45,7% de T. viride en el control del tizén de
la vaina en arroz en aplicaciones a la semilla en condi-
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ciones de campo; mientras que Cid (13) informé una
ET de 58,0% de Trichoderma harzianum Rifai en apli-
caciones previas al trasplante de posturas de tomate
para el control de R. solani, pero a una dosis inferior
(1,3 g de pellets.L* con 9 x 10° ufc.g™!) a la usada en
este ensayo. Igualmente, Garcia et al. (14) realizaron
aplicaciones de T. harzianum en condiciones de cam-
po y alcanzaron una ET de 30% sobre R. solani en
papay tabaco, la cual consideraron como adecuada.

Similares resultados a los del presente trabajo
mencionaron Lokesha y Benagi (15) en ensayos de
tratamientos a semillas de gandul (Cajanus cajan (L.)
Millsp) con T. harzianumy Trichoderma virens (Giddens
& Foster) Arx con una ET sobre el agente causal de la
pudricién seca de la raiz (Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid) de 90 y 93%, respectivamente. Los re-
sultados alcanzados con las cepas de T. asperellum
evaluadas confirmaron lo planteado por De Curtis et al.
(16) sobre la alta eficacia de esta especie comparable
con fungicidas sintéticos.

Los resultados de este experimento condujeron a
la seleccion de las cepas T.17 y T.78 y de los momen-
tos de aplicacion: posturas en el trasplante y en el
estrés hidrico para los ensayos de determinacion de la
dosis de aplicacion.

Dosis de aplicacién del biopreparado de
T. asperellum a base de los aislamientos
seleccionados, en condiciones de produccion

El andlisis sugirié que no habia significacién en la
interaccién entre los momentos, las cepas y las dosis
de aplicacion (p=0,507), por lo que se evaluaron los
efectos de las interacciones dobles, momento de
aplicacién*cepas (p= 0,012) y cepas*dosis de aplica-
cion (p=0,0001).

Resulta de gran importancia el hecho de que los
dos momentos seleccionados y su combinacion no
difieran entre si para la introduccion de los resultados,
ya que en dependencia de la tecnologia de siembra
del cultivo, los agricultores podran seleccionar el mo-
mento mas adecuado para realizar la aplicacion del
antagonista.

El tratamiento de posturas+estrés hidrico con la
cepa T.78 (Fig. 3) mostré mayor control del patégeno
con una ET de 79,5%. Valores similares a este, y sin
diferir significativamente, se alcanzaron con esta cepa
cuando se aplicé por separado para ambos momen-
tos. La cepa T.17 solo mostro diferencias respecto a la
78 en el tratamiento postura mas estrés hidrico.
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FIGURA 3. Eficaciatécnicade dos cepasde T. asperellum
aplicadas en diferentes momentos y dosis, para el control
de R. solani en condiciones de produccién de arroz./
Technical efficacy of two strains of T. asperellum applied
at different times and doses to control R. solani in rice
under production conditions.

Las dos cepas de T. asperellum mostraron alta efi-
cacia en el control de R. solani. No obstante, T.78 re-
sulté la mejor candidata a emplear y puede ser aplica-
da en cualquiera de los dos momentos seleccionados
y su combinacion. Se debe sefialar que es importante
consultar el historial de campo y seleccionar entonces
el momento de aplicacion mas conveniente, en fun-
cion de la intensidad con que se ha presentado la pla-
ga. Desde el punto de vista fitotécnico, todos los mo-
mentos de aplicacion son factibles a incorporar porque
pueden combinarse con labores realizadas dentro del
proceso productivo del cultivo por trasplante.

Todos los tratamientos mostraron alta ET (Fig. 4),
superior al 60% para el control del patégeno, a excep-
cion de Ta.17 a la dosis inferior (10 conidios.ha?); la
gue no alcanza 50% de eficacia y difiere del resto de
los tratamientos.

La cepa Ta.17 mostro tendencia a incrementar la
eficacia técnica a medida que se incrementa la dosis
aplicada.

La cepa T.78 revel6 una elevada eficacia (74%) ala
dosis minima (10 conidios.ha), la que se mantuvo
en las superiores, aunque fue ligeramente inferior a la
intermedia. Esta Ultima cepa mostré una estabilidad
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FIGURA 4. EficaciatécnicadedoscepasdeT. asperellum
aplicadas a diferentes dosis para el control de R. solani en
condiciones de produccién./ Technical efficacy of two
strains of T. asperellum applied at different doses to
control R. solani under production conditions.

mayor a T.17 en su actividad antagénica, la que tam-
bién present6 resultados satisfactorios en el control
de R. solani.

Segun estos resultados, las dos cepas de T.
asperellum son eficaces para el control del patégeno,
aunque resulta mejor candidata la cepa T.78 (eficacia
superior al 70%) para extender su uso y validar en otras
condiciones de campo. La misma puede ser aplicada
en condiciones de produccion a dosis de
3,5x10"conidios.ha?, aunque se debe tener en cuenta
la presion de in6culo del patégeno en campo y, en
funcién de esto, determinar la dosis més adecuada
para la aplicacion. No obstante, la introduccion de es-
tos resultados debe conllevar un analisis particulariza-
do para cada agroecosistema arrocero en que se pre-
tenda incorporar.

En la literatura consultada, los articulos no refieren
la dosis como cantidad de conidios distribuidos por
unidad de superficie (conidios.ha'). En numerosas
publicaciones se hace referencia a la concentracion
como «dosis», por lo que es dificil realizar una compa-
racion objetiva entre los resultados del presente traba-
joy los revisados.

Hanada et al. (17) también lograron disminucion de
la severidad de la enfermedad pudricién negra
(Phytophthora palmivora (E. J. Butler) E. J. Butler) en

cacao (Theobroma cacao L.) con aplicaciones de
Trichoderma martiale Samuels en funcién de las «do-
sis» empleadas (1 x10*a 5 x 10”conidios.ml?); Jiménez
(18), con tratamientos de 108 ufc.mL*y 10° ufc.mL?
de T. virens, disminuy6 la incidencia de algunos
patégenos foliares (Botrytis sp., Alternaria sp. y
Cladosporium sp.) en plantas de Protea L. entre 6,6 y
13,3%, respectivamente. Estos resultados evidencia-
ron que, a mayor dosis, el efecto sobre el patégeno es
superior, similar a lo que se obtuvo en el presente tra-
bajo conlacepa T.17.

Ademas de la alta eficacia de estas cepas T.17 y
T.78 frente a R. solani, recientemente se informé la
estimulacién del crecimiento vegetal en arroz; efecto
notificado por otros autores para el género Trichoderma
(8, 19, 20, 21). Especificamente para la especie T.
asperellum, Hoyos-Carvajal et al. (22) informaron que
produce sideroforos, acido indol acético y otras auxinas
que estimularon el crecimiento en plantulas de frijol
(Phaseolus vulgaris L.).

Los resultados alcanzados indicaron que la dosis
de 10"conidios.ha de T. asperellum cepa T.78 fue efec-
tiva para el control de R. solani, aplicada a las postu-
ras en la fase de trasplante y al suelo en el primer
estrés hidrico en el cultivo.
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